Il trattamento con testosterone o oca migliora le alterazioni del tessuto adiposo viscerale indotte dalla sindrome metabolica attraverso la normalizzazione dell&#8217;insulino-sensibilit&#224;: uno studio sperimentale nel coniglio by Maneschi, Elena
                                    
 
 
 
DOTTORATO DI RICERCA IN  
SCIENZE BIOMEDICHE 
 
CICLO XXVI 
 
 
 
COORDINATORE Prof. Dello Sbarba Persio 
 
 
 
 
IL TRATTAMENTO CON TESTOSTERONE O OCA 
MIGLIORA LE ALTERAZIONI DEL TESSUTO ADIPOSO 
VISCERALE INDOTTE DALLA SINDROME METABOLICA 
ATTRAVERSO LA NORMALIZZAZIONE 
DELL’INSULINO-SENSIBILITÀ: UNO STUDIO 
SPERIMENTALE NEL CONIGLIO 
  
 
 
Settore Scientifico Disciplinare MED/13 
 
 
 
 
              Dottorando                                                   Tutore 
        Dott. Maneschi Elena                                    Prof. Maggi Mario 
 
_________________________                  _________________________  
 
 
Coordinatore 
Prof. Forti Gianni 
 
_______________________________ 
 
 
 
 
Anni 2011/2013  
 
2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A Miriam e Christian, la cosa più bella della mia vita. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3 
 
Indice 
 
Introduzione ........................................................................................................ 5 
Fisiologia del tessuto adiposo ......................................................................... 5 
Adipogenesi .................................................................................................... 8 
Le adipochine ................................................................................................ 13 
Adipociti, bilancio energetico e disfunzione del tessuto adiposo ................. 19 
Sindrome metabolica .................................................................................... 21 
Sindrome metabolica e ipogonadismo .......................................................... 23 
Sindrome metabolica e obesità centrale ....................................................... 27 
Ipogonadismo e obesità centrale: quale è la causa e qual è l’effetto? .......... 29 
Ruolo degli androgeni nel regolare l'accumulo di grasso ............................. 32 
Ruolo di FXR nel regolare l'insulino-sensibilità e l'adiposità ...................... 35 
Scopo della tesi ................................................................................................. 40 
Materiali e metodi ............................................................................................ 42 
Trattamento degli Animali ............................................................................ 42 
Misurazione dei parametri biochimici .......................................................... 43 
Test di tolleranza al glucosio per via orale ................................................... 44 
Analisi morfometrica di sezioni di tessuto adiposo viscerale ....................... 44 
Rilevamento dell’ipossia e immunoistochimica ........................................... 44 
Analisi Western Blot ..................................................................................... 45 
Istologia del fegato ....................................................................................... 45 
Analisi immunoistochimica dell’espressione del TNFα ............................... 46 
Isolamento dei preadipociti dal tessuto adiposo viscerale ............................ 46 
Caratterizzazione immunofenotipica mediante citometria a flusso .............. 47 
Protocollo di differenziazione adipogenica .................................................. 48 
4 
 
Valutazione qualitativa e quantitativa dell'accumulo di trigliceridi ............. 48 
Microscopia a fluorescenza .......................................................................... 49 
Microscopia confocale .................................................................................. 49 
Immunolocalizzazione di GLUT4 e SNAP23 .............................................. 50 
Saggio di captazione del glucosio ................................................................. 50 
Estrazione dell’RNA e analisi quantitativa RT-PCR (qRT-PCR) ................ 51 
Analisi Statistiche ......................................................................................... 51 
Approvazione del comitato etico .................................................................. 52 
Risultati ............................................................................................................ 53 
Effetti della dieta ricca in lipidi nei conigli .................................................. 53 
Effetti della dieta ricca in lipidi nelle rPAD isolate dal grasso viscerale ..... 57 
Effetti del trattamento in vivo con testosterone sulle caratteristiche della 
sindrome metabolica HFD-indotte ............................................................... 60 
Effetti del trattamento in vivo con testosterone nelle rPAD isolate dal grasso 
viscerale ........................................................................................................ 61 
Effetti del trattamento in vivo con OCA sulle caratteristiche della sindrome 
metabolica HFD-indotte ............................................................................... 63 
Effetti del trattamento in vivo con OCA nelle rPAD isolate dal grasso 
viscerale ........................................................................................................ 65 
Discussione ....................................................................................................... 68 
Tabelle .............................................................................................................. 80 
Figure ................................................................................................................ 91 
Bibliografia ..................................................................................................... 116 
Appendice ....................................................................................................... 156 
Abstract pubblicazioni candidata ................................................................ 156 
 
5 
 
Introduzione 
 
Fisiologia del tessuto adiposo 
Fino a pochi anni fa il tessuto adiposo veniva considerato unicamente come 
sede di riserva energetica. Questo concetto di “riserva”, unito alla mancanza di 
una precisa localizzazione anatomica, sono state tra le cause che hanno 
contribuito a far sì che gli studi sul tessuto adiposo da parte della comunità 
scientifica fossero molto scarsi. La recente diffusione epidemica dell’obesità e 
delle sue complicanze cliniche negli ultimi vent’anni anni ha attirato 
l’attenzione dei ricercatori sul tessuto adiposo (Bray GA, Bellanger T, 2006). 
In particolare, l’interesse per questo campo di studio è derivato dalla scoperta 
che il tessuto adiposo è la sede di produzione e secrezione della leptina, un 
ormone in grado di influenzare uno dei più importanti comportamenti istintivi 
dell’uomo, l’assunzione del cibo (Friedman JM, 2004). Attualmente il tessuto 
adiposo viene considerato non più come semplice riserva energetica, ma come 
un importante organo endocrino che ha numerosi bersagli, fra cui alcune aree 
del cervello, come l’ipotalamo. Pertanto, il tessuto adiposo è importante non 
solo per la patologia che consegue ad un suo accumulo eccessivo, ma anche 
perché partecipa al mantenimento dell’omeostasi di numerosi processi 
biologici. Il tessuto adiposo è, infatti, coinvolto sia nella regolazione della 
massa grassa e nell’omeostasi dei nutrienti, che nella risposta immunitaria, nel 
controllo della pressione sanguigna, nell’emostasi, nel controllo delle funzioni 
tiroidee e del sistema riproduttivo (Trayhurn P, 2005; Grant RW, Dixit VD, 
2015). Questi processi sono coordinati principalmente attraverso la sintesi e il 
rilascio di ormoni (adipochine) da parte dei costituenti cellulari del tessuto 
adiposo, chiamati adipociti. Gli adipociti sono dunque cellule deputate alla 
sintesi dei trigliceridi, processo definito lipogenesi, ed al loro rilascio in circolo 
sottoforma di glicerolo più acidi grassi, processo definito lipolisi. La lipogenesi 
è un processo regolato dall’azione di un enzima, la lipoprotein-lipasi (LPL), 
sintetizzato e secreto dagli adipociti, che viene trasportato all’endotelio dove 
agisce idrolizzando i trigliceridi, provenienti dalle lipoproteine, e liberando 
così gli acidi grassi e il monoacilglicerolo. La glicosilazione della LPL 
costituisce un passaggio di regolazione importante sia per la sua secrezione che 
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per la sua attività enzimatica. L’attività dell’LPL aumenta dopo i pasti, 
probabilmente grazie alla stimolazione da parte dell’insulina stessa, 
permettendo la clearance dei lipidi dal circolo ematico e il loro 
immagazzinamento nel tessuto adiposo. L’azione dell’LPL è influenzata anche 
da altri fattori, quali l’adenosina, che la stimola, e il cortisolo, che agisce 
favorendo l’azione dell’insulina; l’attività dell’LPL è pertanto ridotta in 
assenza di insulina. Tra gli ormoni che inibiscono l’azione dell’LPL ricordiamo 
le catecolamine. Il metabolismo del glucosio è essenziale all’interno 
dell’adipocita: fornisce energia e permette di mantenere un normale grado di 
esterificazione degli acidi grassi liberi; durante la glicolisi si forma l’α-
glicerofosfato con il quale vengono esterificati gli acidi grassi liberi per 
formare i trigliceridi (Herman MA, Kahn B, 2006). Gli adipociti sono anche in 
grado, attraverso la lipolisi, di rilasciare in circolo gli acidi grassi che vengono 
utilizzati dalla maggior parte dei tessuti come fonte di energia quando il 
glucosio non è presente in concentrazione sufficiente. La lipolisi dipende 
principalmente dall’azione della lipasi ormono-sensibile (HSL), enzima che 
idrolizza i trigliceridi liberando acidi grassi e glicerolo (Jaworski K et al., 
2007). L’attività dell’enzima dipende dalla sua fosforilazione e gli ormoni che 
influenzano la lipolisi agiscono proprio regolando questo stato. Il principale 
meccanismo di regolazione avviene attraverso l’azione della protein chinasi A 
(PKA), enzima la cui funzione viene attivata dall'aumento dei livelli di 
adenosina monofosfato ciclico (AMPc) derivanti dalla stimolazione 
dell’adenilato ciclasi. Esistono anche altre protein chinasi che mediano la 
fosforilazione di HSL, come la protein chinasi mitogeno-attivata (MAPK) e la 
protein chinasi AMP-attivata (AMPK). Tra gli stimoli lipolitici sono compresi 
le catecolamine, il glucagone, l'ormone della crescita (GH), il cortisolo e 
l'ormone tireostimolante (TSH). L’ormone anti-lipolitico più importante è 
l’insulina, la cui azione regola negativamente lo stato fosforilato di HLS. 
L’azione di HLS è resa complicata anche dalla proteina perilipina, presente 
sulla membrana delle goccioline lipidiche intracellulari, che agisce come uno 
strato protettivo per prevenire l'azione dell’enzima (Brasaemle DL 2007). 
Un’azione antilipolitica locale viene svolta da molecole direttamente prodotte 
dagli adipociti, tra cui adenosina e prostaglandine. L'orientamento 
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dell'adipocita verso l’una o l'altra via metabolica dipende soprattutto dallo stato 
nutrizionale dell'organismo. 
La maggior parte dei mammiferi hanno depositi adiposi stereotipati situati in 
tutto il corpo. Alcuni di questi depositi hanno prevalentemente una funzione di 
supporto strutturale, contribuendo solo in minima parte al mantenimento 
dell’omeostasi energetica, come nel caso del tessuto sotto ai polpastrelli o il 
tessuto adiposo retrorbitale. Il tessuto adiposo che, invece, si trova a stretto 
contatto con la pelle prende il nome di sottocutaneo, mentre quello che si 
deposita a livello del mesentere intestinale e del retroperitoneo prende il nome 
di viscerale. Quest’ultimo drena direttamente nella circolazione portale ed è 
stato correlato a numerose morbilità associate con l’obesità, come diabete di 
tipo 2 e malattie cardiovascolari. Gli adipociti e i precursori cellulari isolati da 
questi diversi depositi presentano differenze sia per quanto riguarda il 
potenziale replicativo sia per quanto riguarda le risposte ai segnali ormonali, 
anche se le basi di queste distinzioni non sono ancora chiare (Giorgino F et al., 
2005). Tutti i mammiferi possiedono due tipi di adipociti che condividono la 
capacità di accumulare lipidi (trigliceridi), ma presentano notevoli differenze 
anatomiche e funzionali; questi due citotipi vengono definiti adipociti bianchi e 
adipociti bruni. Gli adipociti bianchi maturi presentano un vacuolo centrale 
ricco di trigliceridi, che schiaccia in periferia il nucleo, e un sottile strato 
citoplasmatico. Gli adipociti bruni hanno invece un nucleo centrale e grossi 
mitocondri, con piccole gocciole di trigliceridi sparse nel citoplasma. Gli 
adipociti bianchi hanno un tradizionale ruolo di deposito di molecole ad alta 
energia, mentre gli adipociti bruni sono deputati alla termogenesi. Gli adipociti 
bruni si distinguono da quelli bianchi per l’espressione della proteina-1 di 
disaccoppiamento (UCP-1) che è in grado di disperdere il gradiente protonico 
generato nella catena di trasporto elettronico all’interno del mitocondrio a 
livello della sua membrana interna, determinando la produzione di calore al 
posto di ATP (Cannon B et al., 1982; Cinti S et al., 1989; Klaus S et al., 1991; 
Richard D, Picard F, 2011). Nei roditori il tessuto bruno è piuttosto diffuso e i 
molteplici pannicoli adiposi si collegano a livello interscapolare. Nell’uomo, 
invece, il tessuto bruno circonda il cuore e alcuni grandi vasi durante l’infanzia, 
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riducendosi però notevolmente con la crescita, fino a trovare solo alcune 
piccole isole cellulari all’interno dei depositi di tessuto adiposo bianco. 
Pertanto non esistono depositi esclusivi di tessuto adiposo bianco o tessuto 
adiposo bruno, ma sempre e comunque depositi misti, dove le relative 
percentuali differiscono in base alla localizzazione topografica. Da questi studi 
è quindi emerso un nuovo e innovativo concetto di anatomia funzionale che 
sovverte il modo di pensare al tessuto adiposo. Tale concetto consiste nel 
considerarlo non più come tale, ma come un organo: l’organo adiposo. 
L’anatomia definisce un organo come un insieme di tessuti, organizzati in una 
struttura dissecabile, che cooperano ad un fine strategico funzionale (Cinti S, 
2005). Di conseguenza, per poter parlare di organo, devono essere presenti 
almeno due tessuti distinti tra loro, ma cooperanti per lo stesso fine. L’organo 
adiposo è infatti costituito dal tessuto adiposo bianco e dal tessuto adiposo 
bruno, composti, come abbiamo visto, da due citotipi assai diversi nella loro 
anatomia e nella loro funzione. I due tessuti hanno però una funzione unitaria 
nel controllo del metabolismo energetico e questo implica l’esistenza di un 
certo grado di plasticità dell’organo e di intercorversione tra loro (Cinti S, 
2001). 
 
Adipogenesi 
Il tessuto adiposo è costituito da due componenti principali distinte: una è 
quella degli adipociti, cellule completamente differenziate, l’altra viene 
chiamata nell’insieme frazione vasculo-stromale e comprende preadipociti, 
cellule endoteliali, macrofagi e fibroblasti. L’adipogenesi è un processo 
altamente controllato, i cui eventi cellulari e molecolari sono stati ampiamente 
studiati negli ultimi anni, soprattutto grazie alla generazione di alcune linee 
cellulari, come ad esempio la linea preadipocitaria murina 3T3-L1 (Green H, 
Kehinde O, 1975), che hanno consentito la comprensione sia del 
differenziamento dei preadipociti in adipociti maturi, sia dei meccanismi alla 
base delle principali funzioni metaboliche della cellula, come lipolisi, 
incorporazione di glucosio insulino-mediato e lipogenesi. Dal punto di vista 
embriologico, il tessuto adiposo è considerato di origine mesodermica, anche 
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se non è chiaro con precisione quale delle sue componenti lo generi. Le cellule 
staminali mesenchimali (MSC) sono cellule multipotenti che, in seguito ad 
opportuna induzione, sono in grado di dare origine ad adipociti, osteoblasti, 
condrociti, mioblasti e tessuto connettivo. Non è ancora ben conosciuto quali 
siano gli esatti stati intermedi compresi tra mesoderma/cellule staminali 
mesenchimali e formazione di adipociti maturi. Tuttavia, si crede che il 
precursore staminale mesenchimale dia origine ad un precursore comune 
(adipoblasto), che prende poi la via di tessuto adiposo bianco o bruno. Inoltre, 
vista la condivisione di numerosi marcatori di differenziamento, non è chiaro 
se questo precursore possa realmente essere comune alle diverse tipologie di 
tessuto (bianco e bruno) e alle diverse localizzazioni (sottocutaneo e viscerale). 
Nell’adipogenesi si distinguono 4 fasi: blocco della crescita, espansione 
clonale, differenziamento precoce e differenziamneto tardivo (Tang QQ, Lane 
MD, 2012, Ali AT et al., 2013). Queste fasi sono principalmente regolate 
dall’attivazione di una cascata trascrizionale che coinvolge il recettore nucleare 
attivato dai proliferatori perossisomiali, isoforma gamma (PPARγ) e alcuni 
membri della famiglia delle proteine che si legano alla sequenza enhancer 
CCAAT (C/EBPs) (Rosen ED, MacDougald OA, 2006; Wu Z et al., 1999). 
PPARγ è un importante regolatore dell’adipogenesi (Lefterova MI et al., 2014). 
E’ stato, infatti, dimostrato che è necessario e sufficiente per la 
differenziazione cellulare (Tontonoz P, Spiegelman BM, 2008) e, ad oggi, non 
è stato identificato nessun fattore in grado di promuovere l’adipogenesi in 
assenza di PPARγ. La realizzazione di dominanti negativi per il gene ha, 
inoltre, mostrato un ruolo anche nel mantenimento dello stato differenziativo, 
in quanto la sua soppressione determina la perdita della capacità di accumulo 
lipidico e la riduzione dei marcatori adipogenetici (Agostini M et al., 2006). Il 
PPARγ è codificato dal gene PPARG (NR1C3), localizzato sul cromosoma 3. 
Esistono due isoforme di PPARγ (PPARγ1 e PPARγ2), originate da uno 
splicing alternativo (Zhu Y et al. 1995), entrambe risultano essere espresse a 
livello del tessuto adiposo, ma solo la isoforma 2 costituisce un marcatore 
specifico del tessuto adiposo (Vidal-Puig A et al., 1996). Oltre alle capacità 
differenziative PPARγ riveste un ruolo nel conferimento dell’insulino-
sensibilità cellulare. I tre membri della famiglia c/EBP-α, -β e –δ sono i primi 
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fattori di trascrizione ad essere coinvolti nella differenziazione adipocitaria 
(Otto TC, Lane MD, 2005) e sono espressi in momenti specifici durante 
l’adipogenesi: i più precoci risultano essere la forma β e δ che, in concerto, 
promuovono l’espressione di c/EBPα e PPARγ (Lefterova MI et al., 2014). 
Modelli murini con soppressione di c/EBP-β e c/EBP-δ, singolarmente o 
associata, mantengono la capacità di generare tessuto adiposo, anche se 
l’efficienza con cui il fenomeno si verifica risulta essere ridotta e, 
sorprendentemente, esprimono livelli normali di PPARγ, c/EBP-α e della 
proteina legante gli acidi grassi (FABP4), a dispetto di una ridotta massa grassa 
totale, indicando che ci potrebbero essere meccanismi compensatori coinvolti 
nell'attivazione dei geni adipocitari (Tanaka T et al. 1997). Al contrario, 
c/EBPα è richiesto per il verificarsi di una normale adipogenesi. Topi con 
delezione di questo gene mostrano l’assenza di tessuto adiposo sottocutaneo, 
perirenale, ed epididimale, ma mostrano un normale sviluppo del tessuto 
adiposo a livello mammario, con ipertrofia del tessuto adiposo bruno (Linhart 
HG et al., 2001). Nonostante PPARγ e c/EBPα risultino entrambi necessari per 
la formazione del tessuto adiposo, il primo sembra rivestire un ruolo 
dominante: il “knocking down” di c/EBPα in fibroblasti embrionici murini può 
essere ripristinato dalla sovraespressione di PPARγ, ma non si osserva invece 
l’evento in senso opposto (Rosen ED et al. 2002). Tuttavia, non è da escludere 
che le altre c/EBP possano compensare il “knocking down” di c/EBPα. Ad 
esempio, è stato visto che c/EBPβ ha proprietà di “DNA-binding” analoghe a 
C/EBPα e rimane presente e trascrizionalmente attivo negli adipocoti maturi 
(MacDougald OA et al., 1995), anche se la sua espressione è massima nelle 
fasi iniziali dell’adipogenesi quando promuove l’espressione di PPARγ e di 
c/EBPα (Farmer SR. 2006). Questi risultati indicano che le C/EBP, così come 
PPARγ, hanno un ruolo cruciale nella regolazione della trascrizione dei geni 
adipocitari (Figura 1), anche se l'esatto meccanismo molecolare attraverso il 
quale PPARγ e le c/EBPs cooperano è ancora da chiarire. Il solo marcatore 
universalmente accettato per identificare i preadipociti, ovvero i precursori 
indifferenziati ma commissionati a maturare in adipociti, risulta essere il fattore 
preadipocitario 1 (Pref-1), la cui espressione è molto elevata sia nei 
preadipociti bianchi che bruni e viene enormemente ridotta con l’avanzare del 
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differenziamento (Kim KA et al., 2007). Pref-1 deriva dalla famiglia 
Notch/Delta/Serrate, viene sintetizzato inizialmente come proteina 
transmembrana e poi successivamente processato fino a dare una proteina 
solubile che agisce come inibitore dell’attività del PPARγ e quindi 
dell'adipogenesi. Per questo motivo la repressione dei livelli di Pref-1 
rappresenta lo step primario del processo differenziativo da preadipocita ad 
adipocita maturo. Infatti, l’over-espressione della proteina Pref-1 in animali da 
esperimento ha mostrato una riduzione dell’adipogenesi, mentre la sua 
soppressione ha dimostrato un accumulo di tessuto adiposo (Moon YS et al., 
2002). L’adipogenesi possiede anche una regolazione negativa, mediata 
principalmente da alcuni componenti della famiglia di Wnt (Laudes M, 2011; 
Tang QQ, Lane MD, 2012). La “pathway” canonica di Wnt è una via di 
segnalazione extracellulare che controlla la proliferazione, la sopravvivenza e il 
destino differenziativo delle cellule staminali mesenchimali verso 
l'osteogenesi, la miogenesi o l'adipogenesi (Figura 2). I ligandi Wnt sono 
glicoproteine secrete che funzionano in maniera paracrina e autocrina 
legandosi ai recettori di membrana di tipo frizzled (FZD) e ai corecettori 5 e 6 
correlati ai recettori per le lipoproteine a bassa densità (LRP5/6). L'attivazione 
di tali recettori determina l'inibizione intracellulare dell'enzima glicogeno 
sintasi chinasi 3-β (GSK3β) e la relativa mancata fosforilazione della β-
catenina. Quest’ultima, nella sua forma non fosforilata, non viene indirizzata 
verso la degradazione proteosomale, si accumula nel citoplasma e, infine, 
trasloca nel nucleo dove interagisce con fattori trascrizionali appartenenti alla 
famiglia del fattore di trascrizione specifico per le cellule T e del fattore di 
trascrizione legante la sequenza enhancer linfoide (TCF/LEF) (Logan CY, 
Nusse R, 2004) determinando la trascrizione dei geni target di Wnt. Finora, 
sono stati individuati 19 ligandi Wnt (Miller JR, 2002; Willert K et al., 2003), e 
tra questi, Wnt10b è il Wnt endogeno che, molto probabilmente, è implicato 
nell'inibizione dell'adipogenesi. Wnt10b è altamente espresso nelle cellule 
stromali del tessuto adiposo, e la sua espressione diminuisce rapidamente dopo 
l'inizio dell'adipogenesi (Ross SE et al., 2000). L'inibizione del signalling di 
Wnt è un prerequisito fondamentale per la differenziazione dei preadipociti 
umani e dei preadipociti murini 3T3-L1, attraverso l'induzione di PPARγ e 
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C/EBPα (Gustafson B, Smith UJ, 2006; Kennell JA, MacDougald OA, 2005). 
L'overespressione di Wnt10b nei topi ha mostrato una riduzione del tessuto 
adiposo del 50% e, inoltre, questi topi erano resistenti all'obesità dieta-indotta 
(Wright WS et al., 2007). L'inibizione del segnale Wnt causa il 
differenziamento spontaneo dei preadipociti, e topi “knock-out” per Wnt10b 
mostrano un incremento del potenziale adipogenico nei mioblasti (Vertino AM 
et al., 2005). Al contrario, l’attivazione costitutiva del segnale Wnt promuove 
la miogenesi e l'osteogenesi. Una molecola importante coinvolta nell'inibizione 
di Wnt e nell'induzione adipogenica delle cellule staminali mesenchimali è 
Dickkopf (DKK)1 (Christodoulides C et al., 2006). DKK1 è una proteina 
secreta che si lega ad alta affinità ai corecettori LRP5/6 determinando una 
riduzione dei livelli di β-catenina fosforilata con conseguente induzione 
adipogenica (Gustafson B et al., 2010). L'espressione del gene DKK1 e della 
relativa proteina è indotta transitoriamente durante la differenziazione dei 
preadipociti umani, ed è stato dimostrato che l'espressione costitutiva di DKK1 
in cellule 3T3-L1 blocca il signalling Wnt/β-catenina e promuove l'adipogenesi 
(Christodoulides C et al., 2006). Inoltre, studi in vitro hanno dimostrato che 
mutazioni attivanti LPR5 inibiscono la differenziazione adipogenica di MSC 
umane (Ai M et al., 2005), mentre mutazioni inattivanti LPR5 esercitano 
l'effetto opposto (Qiu W et al., 2007). Recenti studi hanno dimostrato che le 
cicline di tipo D sono molecole coinvolte non solo nella regolazione del ciclo 
cellulare, ma anche in altri processi cellulari, quali il differenziamento, 
funzionando come cofattori per diversi fattori di trascrizione. E’ stato, infatti, 
riportato che la ciclina D1 è in grado di inibire la differenziazione degli 
adipociti, attraverso la repressione dell'espressione e della transattivazione di 
PPARγ (Wang C et al., 2003) e di c/EBPβ (Lamb J et al. 2003), mentre la 
ciclina D3 è in grado di promuovere la differenziazione degli adipociti, in 
quanto agisce come co-attivatore di PPARγ (Sarruf DA et al., 2005). Hishida e 
collaboratori, in un loro lavoro sul ruolo delle cicline D, affermano che la 
prevalente espressione di ciclina D3 rispetto alla ciclina D1 viene considerata 
un marker di differenziazione adipogenica (Hishida T et al., 2008). Una volta 
indotto lo stimolo differenziativo le cellule sono sottoposte a profondi 
cambiamenti morfologici e trascrizionali. A livello morfologico si verifica il 
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passaggio dalla forma allungata dei fibroblasti a quella sferica, tipica degli 
adipociti. Le modificazioni morfologiche sono, poi, accompagnate da 
riarrangiamenti a livello del citoscheletro e della matrice extracellulare 
(Gregoire FM et al., 1998). La fase terminale del differenziamento è 
caratterizzata dall’attivazione della cascata trascrizionale che porta 
all’espressione di importanti proteine coinvolte nella sintesi dei trigliceridi, 
nell’acquisizione della sensibilità insulinica e nella produzione di proteine che 
caratterizzano gli adipociti come maturi. La capacità di induzione di marcatori 
adipogenetici tardivi è prevalentemente regolata da PPARγ e C/EBPα. Viene, 
inoltre, aumentata la produzione di proteine coinvolte nel metabolismo dei 
trigliceridi come ad esempio enzima malico, acetil CoA carbossilasi, stearoil 
CoA desaturasi, acido grasso sintasi, gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi e 
fosfoenolpiruvato carbossichinasi. Durante l’adipogenesi si osserva, inoltre, 
l’incremento della sensibilità insulinica attraverso l’aumentata sintesi del suo 
recettore e del trasportatore per il glucosio insulino-dipendente (GLUT4) e una 
trascrizione elevata dei geni che codificano per FABP4, una proteina in grado 
di legare acidi grassi, per il trasportatore 1 per gli acidi grassi (FATP-1), che 
codifica per un trasportatore degli acidi grassi e per LPL, coinvolta nello 
“storage” e nel controllo del metabolismo lipidico (Fajas L et al., 1998). Il 
raggiungimento del fenotipo maturo è correlato anche all’acquisizione della 
capacità endocrina del tessuto adiposo, capace di secernere molecole, chiamate 
adipochine, ad azione sia autocrina che paracrina, che partecipano alla 
regolazione dell’omeostasi energetica (Gregoire FM et al., 1998).  
 
Le adipochine 
Le adipochine includono ormoni, come leptina, adiponectina, visfatina, 
resistita, e citochine infiammatorie, come il fattore di necrosi tumorale alfa 
(TNFα), la proteina 1 di chemiotassi dei monociti (MCP-1) e l’interleuchina-6 
(IL-6).  
La leptina (dal greco lepthos, cioè magro) è un ormone di 16 kDa formato da 
167 amminoacidi (Cohen SL et al., 1996) e codificato dal gene ob, localizzato 
sul cromosoma 6 nel topo e sul cromosoma 7 nell’ uomo (Zhang Y et al., 
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1994). La leptina agisce attraverso l’interazione con il suo recettore trans-
membrana (OB-R), il quale mostra una notevole somiglianza strutturale con i 
recettori delle citochine di classe I (Tartaglia LA et al., 1995). La leptina è 
secreta quasi esclusivamente dagli adipociti, in proporzione alla massa grassa, 
e svolge il ruolo di segnalare all'ipotalamo la presenza di sufficienti riserve di 
energia (Zhang Y et al., 1994; Banks WA, 2004; Unger RH, 2004; Maffei M et 
al.,1995; Friedman JM, Halaas JL, 1998; Ahima RS, Flier JS, 2000), regolando 
in tal modo il fabbisogno alimentare. Tuttavia essa è prodotta, in minima parte, 
anche dalla placenta, dall’epitelio mammario, dalla mucosa gastrica, dal 
midollo osseo, dal muscolo scheletrico, dall’ipotalamo e dalle ossa (Masuzaki 
H et al., 1997; Bado A et al., 1998; Wilkinson M et al., 2000). La leptina 
circola nel plasma come peptide libero o associato ad altre proteine 
plasmatiche (Horn R et al., 1996; Houseknecht KL et al., 1996; Lammert A et 
al., 2001) e non è rilevabile nel plasma del mutante obeso ob/ob (Halaas JL et 
al., 1995). In questi animali, infatti, è stata caratterizzata una trascrizione non 
senso al codone 105 del gene ob, che causa la produzione di un peptide tronco 
non funzionante (Zhang Y et al., 1994). Il fenotipo fortemente obeso del topo 
ob/ob, è dunque la conseguenza dell’incapacità di produrre leptina circolante. 
Tra i modelli murini di obesità ereditaria, i mutanti ob/ob e quelli con una 
mutazione del gene che codifica per il recettore della leptina (db/db), 
presentano un fenotipo identico, caratterizzato dallo sviluppo estremamente 
precoce di una forte obesità. Le disfunzioni metaboliche tipiche di questo 
modello sono: la costante ricerca di cibo, la sostanziale depressione delle 
attività motorie spontanee e un grave ritardo dello sviluppo del sistema 
riproduttivo (Friedman JM et al., 1991; Ravussin E, 2002; Unger RH, 2004). 
Le funzioni svolte dalla leptina non si esauriscono a livello ipotalamico e non 
riguardano esclusivamente il mantenimento dell’omeostasi energetica (Baratta 
M, 2002), ma coinvolgono tutto il sistema nervoso centrale e periferico 
(Frühbeck G, 2001; Frühbeck G, 2002; Bjørbæck C, Kahn BB, 2004). La 
leptina, infatti, è coinvolta in numerosi processi fisiologici quali: la regolazione 
del metabolismo, la crescita, lo sviluppo, la regolazione di alcuni processi 
endocrinologici ed immunologici, la riproduzione, la fisiopatologia 
cardiovascolare e il mantenimento della funzione respiratoria (Gainsford T et 
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al., 1996; Sierra-Honigmann MR et al., 1998; La Cava A, Matarese G, 2004). 
Per quanto riguarda la riproduzione, è stato dimostrato che il deficit congenito 
di leptina è associato a ipogonadismo ipogonadotropo e a infertilità e che tale 
deficit viene revertito dal trattamento con leptina endogena (Gamba M, Pralong 
FP, 2006). 
L’adiponectina, chiamata anche Acrp30, apM1, adipoQ e GBP28 (Scherer PE 
et al., 1995; Maeda K et al., 1996; Hu E et al., 1996; Nakano Y et al.,1996), è 
una proteina di 247 amminoacidi isolata per la prima volta nel 1995 dal tessuto 
adiposo (Scherer PE et al., 1995). L'adiponectina è sintetizzata principalmente 
dagli adipociti, ma è espressa anche dalle cellule del muscolo scheletrico, dai 
miociti cardiaci e dalle cellule muscolari (Piñeiro R et al., 2005; Delaigle AM 
et al., 2004; Wolf AM et al., 2006). I suoi recettori sono AdipoR1 e AdipoR2, 
che sono prevalentemete espressi nel muscolo e nel fegato (Kadowaki T et al., 
2005). In condizioni fisiologiche l'adiponectina è presente nel sangue a 
concentrazioni elevate (5-10 μg/ml); mentre nei soggetti obesi, in quelli con 
diabete mellito di tipo 2 e in quelli affetti da malattie cardiovascolari i livelli 
circolanti di adiponectina sono ridotti. Al contrario, la perdita di peso 
determina un significativo aumento della produzione di adiponectina (Inadera 
H, 2008). Numerosi studi hanno dimostrato che l'adiponectina potrebbe essere 
una adipochina insulino-sensibilizzante (Kadowaki T et al., 2005; Kubota N et 
al., 2002; Nawrocki AR et al., 2006; Ma K et al., 2002). I recettori per 
l'adiponectina, legando questo ormone, attivano la protein chinasi attivata da 
AMP (AMPK), con conseguente inibizione della gluconeogenesi nel fegato e 
stimolazione dell'ossidazione degli acidi grassi liberi nel muscolo scheletrico e 
nel fegato. L’adiponectina agisce anche attraverso l'attivazione di PPARα e 
PPARγ stimolando l'ossidazione degli acidi grassi liberi e la diminuzione del 
contenuto tissutale di trigliceridi nel muscolo e nel fegato (Kadowaki T et al., 
2005). Inoltre, l'adiponectina ha un effetto diretto sull'uptake di glucosio nel 
muscolo scheletrico e nel tessuto adiposo attraverso un’aumentata 
traslocazione di GLUT4 sulla membrana plasmatica (Ceddia RB et al., 2005; 
Fu Y et al., 2005). 
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La resistina è una adipochina che è stata scoperta da tre gruppi indipendenti 
(Holcomb IN et al., 2000; Steppan CM et al., 2001; Kim KH et al., 2001). 
Chiamata anche FIZZ3, la resistina è un polipeptide di 114 aminoacidi che, 
originariamente, ha dimostrato la capacità di indurre insulino-resistenza nei 
topi (Steppan CM et al., 2001). Appartiene a una famiglia di proteine ricche di 
cisteina, note anche come molecole resistina-like (RELMs), che sono implicate 
nella regolazione dei processi infiammatori (Holcomb IN et al., 2000). La 
resistina si trova in circolo in due forme distinte: un esamero ad alto peso 
molecolare molto diffuso e un complesso a basso peso molecolare più bioattivo 
ma meno diffuso (Patel SD et al., 2004). L'espressione del gene che codifica 
per la resistina è stata trovata in diversi tessuti, tra cui il tessuto adiposo, 
l'ipotalamo, le ghiandole surrenali, la milza, il muscolo scheletrico, il pancreas 
e il tratto gastrointestinale, sia nei topi che nell’uomo (Kusminski CM et al., 
2005). Tuttavia, nel topo la sintesi proteica di resistina sembra avvenire solo 
negli adipociti, mentre nell’uomo diversi tipi cellulari, come adipociti, cellule 
muscolari, cellule pancreatiche e quelle mononucleate, sono in grado di 
sintetizzare questa proteina. I livelli di espressione del gene codificante per la 
resistina sono più elevati nelle cellule mononucleate di sangue periferico 
(PBMC) che negli adipociti, tuttavia, gli studi comparativi della proteina non 
sono disponibili (Kusminski CM et al., 2005). Quindi, resta ancora da 
dimostrare quale tipo cellulare negli esseri umani sia il principale responsabile 
della produzione sistemica e degli alti livelli circolanti di resistina. 
Sorprendentemente, a livello proteico, la resistina umana è solo per il 55% 
identica alla sua controparte nel topo, questo indica che la resistina potrebbe 
non essere evolutivamente ben conservata tra le specie. Nelle cellule 
mononuclete di sangue periferico umane, l'espressione dell’mRNA della 
resistina è aumenta notevolmente dalle citochine pro-infiammatorie IL-1, IL-6 
e TNF, e da LPS, al contrario, interferone gamma (IFNγ) e leptina non 
determinano alcun effetto (Kaser S et al., 2003). Allo stesso modo, la 
stimolazione di macrofagi umani con LPS porta ad un’aumentata espressione 
del mRNA della resistina, e la somministrazione di LPS negli esseri umani 
determina un notevole aumento dei livelli di resistina nel siero (Lehrke M et 
al., 2004). L'induzione della sintesi di resistina può essere attenuata dagli 
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agonisti di PPARγ (Kusminski CM et al., 2005; Lehrke M et al., 2004); è stato 
infatti dimostrato che il trattamento di pazienti con diabete mellito di tipo 2 con 
pioglitazone, un agonista PPARγ, determina una diminuzione dei livelli sierici 
di resistina (Bajaj M et al., 2004). Inoltre, diversi fattori, quali gli ormoni 
ipofisari, steroidei e tiroidei, l'adrenalina, l'attivazione del recettore β3-
adrenergico, l'endotelina-1 e l'insulina modulano l'espressione della resistina 
(Kusminski CM et al., 2005; Lehrke M et al., 2004). E' stato, infine, osservato 
che la resistina, negli esseri umani, presenta molte caratteristiche tipiche delle 
citochine infiammatorie e quindi potrebbe avere un ruolo nelle malattie 
infiammatorie associate o meno a insulino-resistenza (Jung HS et al., 2006; 
Kawanami D et al., 2004). 
La visfatina è stata recentemente identificata come una adipochina, secreta 
dagli adipociti del grasso viscerale, capace di ridurre l'insulino-resistenza 
(Fukuhara A et al., 2005). Questa molecola si lega e attiva il recettore 
dell'insulina, ma non è in concorrenza con l'insulina, infatti le due molecole 
interagiscono con il recettore dell'insulina in due siti diversi. La visfatina è 
stata identificata più di 10 anni fa come fattore di crescita delle colonie di 
cellule pre-B (PBEF) e, da allora, è stata associata a diversi stati di malattia 
infiammatoria come, ad esempio, danno polmonare acuto (Samal B et al., 
1994; Ye SQ et al., 2005). Jia e collaboratori hanno dimostrato che la visfatina 
è upregolata nei neutrofili attivati e che è capace di inibire l'apoptosi dei 
neutrofili (Jia SH et al., 2004). 
Come introdotto in precedenza, gli adipociti sono in grado di secernere 
citochine infiammatorie la cui produzione aumenta in caso di eccessivo 
accumulo di tessuto adiposo e tale aumento sembra essere coinvolto 
nell’insulino-resistenza correlata all'obesità (Kern PA et al., 2001). Infatti, 
l'aumento delle dimensioni degli adipociti, tipico dell’obesità determina, negli 
adipociti e nel tessuto adiposo, uno stato di infiammazione cronica con una 
diminuzione della secrezione di adiponectina e un aumento della secrezione 
delle citochine proinfiammatorie, come IL-6, TNFα e MCP-1. E' stato 
dimostrato che il tessuto adiposo è un’importante fonte di IL-6 e che i suoi 
livelli circolanti sono correlati con l’indice di massa corporea (BMI) e con la 
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dimensione degli adipociti (Sopasakis VR et al., 2004). TNFα e IL-6 sono noti 
per promuovere la lipolisi e la secrezione di acidi grassi liberi, che 
contribuiscono a un aumento della produzione epatica di glucosio e 
all’insulino-resistenza quando i loro livelli sono elevati (Hotamisligil GS et al., 
1995). A differenza dell'IL-6, il TNFα non è secreto solo dagli adipociti, ma 
principalmente dai macrofagi infiltrati nel tessuto adiposo, e funziona come un 
fattore paracrino e/o autocrino (Mohamed-Ali V et al., 1997; Xu H et al., 
2002). Nel tessuto adiposo ci sono due tipi di macrofagi: i macrofagi 
residenti/tissutali e i macrofagi infiammatori. I macrofagi residenti hanno bassi 
livelli di produzione di citochine proinfiammatorie, ma possono essere attivati 
in seguito a un maggiore reclutamento e a una maggiore attivazione dei 
monociti del sangue (Curat CA et al., 2004; Bai Y, Sun Q, 2015). 
L'infiltrazione dei monociti/macrofagi nel tessuto adiposo inizia, 
probabilmente, con l'aumento delle dimensioni degli adipociti, che è associato 
con un aumento dello stress fisico e della produzione di specie reattive 
dell’ossigeno (ROS), e con una maggiore secrezione di acidi grassi liberi e di 
citochine infiammatorie (Isakson P et al., 2009; Takahashi K et al., 2003). Di 
queste citochine, MCP-1, secreta dai macrofagi e dagli adipociti stessi (Xu H et 
al., 2003), sembra essere la più importante (Takahashi K et al., 2003) ed ha la 
funzione, insieme alle altre citochine, di reclutare, una volta rilasciate in 
circolo, i monociti attivati nel tessuto adiposo (Lumeng CN et al., 2007, Curat 
CA et al., 2004). E’ stato ipotizzato che, una volta nel tessuto adiposo, i 
monociti differenziano in macrofagi infiammatori rilasciando il TNFα, che 
induce ulteriormente l'infiammazione negli adipociti e il reclutamento dei 
macrofagi, determinando così un circolo vizioso. Nei soggetti gravemente 
obesi, il numero dei macrofagi è più alto nel grasso viscerale che nel grasso 
sottocutaneo (Tchoukalova YD et al., 2004), e questo è coerente con il fatto 
che il grasso viscerale svolge un ruolo più importante nell'insulino-resistenza 
(Cancello R et al., 2005; Bai Y, Sun Q, 2015) 
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Adipociti, bilancio energetico e disfunzione del tessuto adiposo 
Il bilancio energetico negli animali è regolato dalla prima legge della 
termodinamica, e può essere riassunto in maniera semplice dalla seguente 
equazione: 
                introito energetico = energia consumata + energia conservata 
L’accumulo lipidico nel tessuto adiposo rappresenta un eccesso di energia 
introdotta rispetto a quella consumata, e altera il semplice sistema fisiologico 
che è stato introdotto in precedenza. Tuttavia, non è facile valutare la spesa 
energetica, in quanto non esistono precisi parametri per valutare alcuni sistemi, 
come ad esempio l’efficienza di assorbimento delle calorie a livello dello 
stomaco. L’organismo inoltre non risponde in maniera statica alla variazione 
dell’introito calorico o del dispendio energetico. Per cui risulta evidente che il 
bilancio energetico è regolato da diversi fattori, come ormoni, impulsi 
neuronali, fattori psicologici e culturali. In generale la cellula del tessuto 
adiposo bianco svolge un ruolo chiave nel mantenimento di questo bilancio 
energetico, riuscendo ad integrare numerosi tipi di segnali, di origine endocrina 
e non (Abizaid A et al., 2006). Il glucosio è la principale fonte di energia 
utilizzata nel regno animale e nel tempo si sono evoluti molteplici meccanismi 
che ne regolano il metabolismo, la sintesi e il suo immagazzinamento. Il livello 
di glucosio plasmatico viene finemente regolato per consentire alle cellule 
l’accesso costante al nutrimento e per evitarne la tossicità: questo mantiene 
nell’uomo i suoi livelli compresi tra 4 e 7 mM. L’insulina regola l’omeostasi 
del glucosio riducendo la produzione endogena di glucosio epatico attraverso 
l’inibizione della gluconeogenesi e della glicogenolisi e aumentando la 
captazione del glucosio da parte dei tessuti periferici, soprattutto a livello del 
tessuto muscolare e del tessuto adiposo. L’insulina svolge un ruolo anche nel 
controllo del metabolismo lipidico: aumenta la sintesi di lipidi nel fegato e 
nelle cellule adipose e diminuisce il rilascio di acidi grassi presenti a livello del 
tessuto adiposo e muscolare. Tale ormone stimola, infatti, la sintesi degli acidi 
grassi, l’utilizzo di quelli a lunga catena, la sintesi dei trigliceridi (lipogenesi) e 
l’attività della lipoprotein-lipasi. L’insulino-sensibilità di una cellula, di un 
tessuto o di un organismo definisce la capacità di promuovere l’assorbimento 
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cellulare di glucosio mediata dall’insulina, di conseguenza l’insulino-resistenza 
fa riferimento ad una ridotta capacità dell’insulina nella promozione di questo 
evento. Uno stato di ridotta sensibilità all’insulina è spesso associata a stati 
patologici quali la sindrome metabolica, l’obesità e il diabete mellito di tipo 2. 
L'accumulo di grasso viscerale in eccesso può essere dovuto alle caratteristiche 
dell’insulino-resistenza, ma potrebbe anche essere un indicatore di un tessuto 
adiposo sottocutaneo disfunzionante che non è in grado di immagazzinare 
correttamente l'eccesso di energia. Secondo questo modello, la capacità del 
corpo di far fronte ad un surplus di calorie (derivanti da un elevato introito 
calorico o da una vita sedentaria o, come spesso accade, da una combinazione 
di entrambi i fattori) potrebbe, in ultima analisi, determinare la suscettibilità 
individuale a sviluppare la sindrome metabolica. Ci sono prove che 
suggeriscono che se l'energia in eccesso viene immagazzinata nel tessuto 
adiposo sottocutaneo insulino-sensibile, l'individuo, anche se presenta un 
bilancio energetico positivo, è protetto contro lo sviluppo della sindrome 
metabolica. Al contrario, nei casi in cui il tessuto adiposo sottocutaneo è 
assente, carente o insulino-resistente, con una limitata capacità di 
immagazzinare l'eccesso di energia, quindi disfunzionante, il surplus di 
triacilgliceroli si depositerà in siti indesiderati come il fegato, il cuore, il 
muscolo scheletrico e nel tessuto adiposo viscerale - un fenomeno descritto 
come deposizione ectopica del grasso (Depres JP, Lemieux I, 2006; Tchernof 
A, Després JP, 2013; Blüher M, 2013) A tutto questo si associano altri 
fenomeni, quali l’ipertrofia degli adipociti, la presenza di ipossia nel tessuto 
adiposo, l’autofagia e l’infiammazione (Blüher M, 2013; Fig. 3), che 
concorrono tutti insieme a determinare la disfunzione del tessuto adiposo. I 
fattori associati all'accumulo di grasso viscerale e alle caratteristiche di 
insulino-resistenza sono, tra gli altri, il fumo, la ben documentata suscettibilità 
genetica all'obesità viscerale (Bouchard C et al., 1990) e un profilo 
neuroendocrino connesso a una risposta disadattativa allo stress (Björntorp P, 
1991). Le conseguenze metaboliche di questo “difetto” nella partizione 
dell'energia sono l'obesità viscerale, l'insulino-resistenza, una dislipidemia 
aterogenica e un profilo infiammatorio pro-trombotico: caratteristiche tipiche 
della sindrome metabolica (Figura 4). 
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Sindrome metabolica  
La Sindrome Metabolica (SM) rappresenta una patologia, costituita da un 
insieme di alterazioni metaboliche associate a uno stato di insulino-resistenza e 
a un aumentato rischio di sviluppare patologie cardiovascolari (PCV) e 
metaboliche. Nonostante attualmente non vi sia una definizione universalmente 
accettata di SM e vi siano differenze nei criteri utilizzati per la diagnosi, sono 
tre le definizioni più comunemente riconosciute, come quella suggerita dalla 
“World Health Organisation” (WHO), dallo “European Group for the Study of 
Insulin Resistance” (EGIR) e dal “National Cholesterol Education Programme 
Adult Treatment Panel” (NCEP ATP III). L’organizzazione mondiale della 
sanità (WHO) definisce la SM come presenza di diabete mellito, alterata 
glicemia a digiuno, ridotta tolleranza al glucosio o insulino resistenza in 
associazione a due dei seguenti fattori:  
• dislipidemia (trigliceridi 150 mg/dL e/o HDL < 35 mg/dL nei maschi e 
< 39 mg/dL nelle femmine);  
• elevata pressione arteriosa con livelli 140/90 mmHg e/o in terapia 
antipertensiva;  
• obesità (BMI > 30 kg/m2 e/o WHR > 0,90 nei maschi, e > 0,85 nelle 
femmine);  
• microalbuminuria 20 μg/min o rapporto albumina/creatinina 30 mg/g 
(World Health Organization. 1999).  
Il documento sottolinea che manifestazioni della SM possono essere presenti 
fino a dieci anni prima che i disordini glicemici vengano rilevati e che la SM 
con normale tolleranza glucidica identifica il soggetto come appartenente a un 
gruppo a elevatissimo rischio di sviluppare diabete in futuro. Il Gruppo di 
Studio Europeo dell’Insulino resistenza (EGIR) ha criticato quanto proposto 
dagli esperti della WHO e ha indicato criteri alternativi proponendo la 
definizione classica di «sindrome dell’insulino resistenza» al fine di evitare 
sovrapposizioni con il diabete e di semplificare le procedure diagnostiche. 
Infatti, per l’EGIR tale sindrome è definita dalla presenza d’insulino-resistenza 
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o iperinsulinemia (solo in soggetti non diabetici) e almeno due dei seguenti 
fattori:  
• glicemia a digiuno > 6,1 mmol/L;  
• dislipidemia (trigliceridi > 2 mmol/L e/o HDL < 1 mmol/L o trattati per 
dislipidemia);  
• ipertensione (valori pressori > 140/90 mmHg e/o in terapia);  
• obesità centrale (circonferenza vita > 94 cm nei maschi, > 80 cm nelle 
femmine) (Ferrannini E et al., 1997).  
Nel 2001, il “United States National Cholesterol Education Program’s Adult 
Treatment Panel III (NCEP ATP III) report” ha suggerito per la prima volta dei 
criteri diagnostici: é stato proposto che la presenza di tre o più dei seguenti 
disordini nello stesso paziente sia sufficiente per identificare la SM:  
• un’obesità addominale quantificabile con una circonferenza della vita 
superiore ai 102 cm negli uomini e 88 cm nelle donne;  
• un aumento dei valori dei trigliceridi ( ≥ 150 mg/dl);  
• bassi livelli di colesterolo HDL (C-HDL o colesterolo buono), vale a 
dire < 40 mg/dL per gli uomini e < 50 mg/dL per le donne;  
• ipertensione, con valori ≥ 130/85 mmHg o documentato uso di farmaci 
antipertensivi;  
• aumento della glicemia a digiuno ≥ 110 mg/dL (Third report of the 
national cholesterol education program (NCEP). Expert panel on 
detection, evaluation and treatment of high blood cholesterol in adults 
(Adult Treatment Panel III). Final report Circulation, 106: 3143-421, 
2002).  
L’ATP III identifica, quindi, 5 componenti della SM, che definisce come fattori 
di rischio “di base”, “maggiori” ed “emergenti”, intendendo come fattori “di 
base” l’obesità, l’inattività fisica ed una dieta aterogenica; quelli “maggiori” 
fumo, ipertensione, elevati livelli di LDL, anamnesi familiare per malattia 
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cardiaca precoce ed invecchiamento; quelli “emergenti” l’ipertrigliceridemia, 
l’aumento delle LDL, l’insulino-resistenza, l’intolleranza glicemica, lo stato 
proinfiammatorio e protrombotico. Nonostante l’apparente favore incontrato, 
nemmeno questa definizione è stata, da tutti, accettata: ad esempio, l’American 
College of Endocrinology ribadisce l’importanza di utilizzare ancora il termine 
«sindrome da insulino resistenza» che comprende le conseguenze dell’insulino 
resistenza e dell’iperinsulinemia compensatoria. Secondo l’American College 
of Endocrinology per l’identificazione della sindrome devono essere presenti 2 
delle 4 seguenti anormalità:  
• trigliceridi > 150 mg/dL;  
• colesterolo HDL < 40 mg/dL nell’uomo ed < 50 mg/dL nella donna;  
• pressione >130/85 mm Hg;  
• glicemia a digiuno 110-125 mg/dL ; glicemia 120 min dopo carico orale 
di 75 g di glucosio 140-200 mg/dL (American college of 
endocrinology. ACE Position Statement on the insulin resistance 
syndrome. Endocrine Practice, 9: 240-52, 2003).  
Le difficoltà, incontrate fino ad oggi, nel trovare accordo su una definizione 
condivisa sono legate ai molteplici fenotipi clinici di presentazione della 
sindrome e a quadri clinici che possono cambiare nel tempo, in relazione anche 
a fenomeni parafisiologici come l’invecchiamento e la menopausa. Nonostante 
ciò è opportuno ricordare due dati di fatto:  
• i singoli componenti della sindrome correlano con l’aumentato rischio 
di cardiopatia ischemica;  
• la circonferenza vita è uno dei migliori predittori di SM (Palaniappan L 
et al., 2004).  
 
Sindrome metabolica e ipogonadismo  
SM, ipogonadismo, disfunzione erettile (DE), adiposità viscerale e insulino 
resistenza spesso coesistono nello stesso soggetto. Questo gruppo di anomalie è 
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associato a un aumentato rischio per il maschio di malattie diabetiche e PCV, 
che influisce non solo sulla qualità ma anche sull’aspettativa di vita. L’obesità 
viscerale molto probabilmente può essere considerata una rilevante causa di 
ipogonadismo; ma allo stesso tempo, l’ipogonadismo può essere causa di 
obesità e insulino resistenza con l’insorgenza di un circolo vizioso e 
conseguenti difficoltà nello stabilire una chiara relazione causa-effetto. 
Un’associazione tra SM e ipogonadismo è emersa anche in soggetti che 
presentano disturbi sessuali (Corona G et al., 2006a; Corona G 2007a; Corona 
G et al., 2007b; Corona G et al., 2008a; Guay A, Jacobson J, 2007; Traish AM 
et al., 2008; Svartberg J, 2007). Studi trasversali hanno dimostrato come la SM 
sia associata ad un aumento di incidenza della disfunzione sessuale, 
essenzialmente caratterizzata da una peggiore funzione erettile dovuta 
all’indebolimento del flusso sanguigno del pene (Corona G et al., 2008a, 
Gündüz MI et al., 2004; Bansal TC et al., 2005; Esposito K et al., 2005; Demir 
T et al., 2006; Bal K et al., 2007; Paick JS et al., 2007). Questa osservazione 
non è sorprendente: infatti, sebbene l’insulina a concentrazioni fisiologiche in 
soggetti sani eserciti un’azione vasodilatante, associata ad un aumento della 
distensibilità vascolare, questo effetto benefico è indebolito negli stati di 
insulino resistenza come nella SM (Stehouwer CD et al., 2008). Studi 
sperimentali hanno mostrato che l’insulina, a livello endoteliale stimola la 
sintesi di mediatori sia ad azione vasocostrittoria (endotelina-1) che 
vasodilatante (monossido di azoto, NO). Mentre in soggetti con normale 
sensibilità insulinica prevale l’effetto vasodilatante, negli individui insulino 
resistenti la produzione di monossido di azoto indotta dall’insulina è 
compromessa, mentre quella di endotelina-1 è conservata (Stehouwer CD et 
al., 2008). Inoltre, gli stati di insulino resistenza sono associati alla presenza di 
arteriosclerosi, la quale potrebbe danneggiare le arterie del pene con 
conseguente riduzione del flusso sanguigno. Dati ottenuti dallo studio 
longitudinale del “Massachusetts Male Aging Study” (MMAS) hanno 
dimostrato come la DE possa essere considerata un fattore predittivo di SM in 
uomini normopeso (Kupelian V et al., 2006). Quindi, la DE può rappresentare 
un segno precoce di SM. Inoltre, la DE è spesso associata con ipogonadismo 
(Wang C et al., 2008). Pazienti con disfunzione sessuale costituiscono una 
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popolazione con elevata prevalenza di ipogonadismo e rappresentano un buon 
modello per lo studio dell’ipogonadismo associato alla SM (Corona G et al., 
2008a, Morelli A et al., 2007; Shabsigh R et al., 2008). Come dimostrato dalla 
nostra unità di ricerca, la prevalenza di ipogonadismo aumenta in funzione del 
numero dei componenti di SM: l’elevata circonferenza vita e 
l’ipertrigliceridemia sono i più importanti determinanti dell’ipogonadismo (T 
totale < 10.4 nmol/L) associato a SM. Quindi i soggetti con ipogonadismo 
associato a SM rappresentano un fenotipo caratterizzato da ipertrigliceridemia 
ed elevata circonferenza vita. Inoltre, sia il T legato che quello non legato alla 
proteina legante gli ormoni sessuali, SHBG (Sex Hormone Binding Globuline), 
diminuiscono in funzione dei componenti della SM. Invece, i sintomi connessi 
all’ipogonadismo, valutati attraverso l’intervista strutturata ANDROTEST, 
hanno dimostrato una tendenza inversa, dimostrando la presenza di un 
ipogonadismo franco associato a SM (Corona G et al., 2006b). 
È interessante notare che l’associazione tra SM e la diminuzione di T non è 
compensata da un aumento di LH a livello della ghiandola ipofisaria, 
suggerendo l’assenza di un meccanismo compensatorio determinato dalla 
secrezione delle gonadotropine. Recentemente è stata dimostrata una forte 
relazione inversa tra T non legato a SHBG e pressione differenziale (PD, 
Corona G et al., 2008b). La PD è la differenza aritmetica tra la pressione 
sanguigna sistolica e diastolica e riflette la rigidità arteriosa, altro indice di 
insulino resistenza (Corona G et al., 2008b). E’ interessante notare che valori 
elevati di PD sono associati ad un maggior rischio cardiovascolare, anche dopo 
correzioni per i valori di pressione arteriosa media (Mannucci E et al., 2006; 
Mannucci E et al., 2007). Sia i dati ottenuti con modelli animali che quelli 
ottenuti da studi epidemiologici suggeriscono che il T giochi un ruolo cruciale 
nella regolazione dell’insulino sensibilità. Studi prospettici hanno dimostrato 
chiaramente che bassi livelli di T potrebbero presagire lo sviluppo di diabete 
mellito di tipo 2 o di SM (Corona G et al., 2008a; Traish AM et al., 2008; 
Svartberg J, 2007; Ding EL et al., 2006; Haffner SM et al., 1996; Tibblin G et 
al., 1996; Stellato RK et al., 2000;Oh JY et al., 2002; Laaksonen DE et al., 
2004; Kupelian V et al., 2006). Inoltre, è stato anche riportato che il diabete di 
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tipo 2 e la SM sono in grado di predire lo sviluppo di ipogonadismo maschile 
(Laaksonen DE et al., 2005; Derby CA et al., 2006; Rodriguez A et al., 2007). 
Pitteloud e collaboratori hanno dimostrato che i livelli di T sono positivamente 
correlati con l’insulino sensibilità, misurata con il “clamp iperinsulinemico 
euglicemico” indipendentemente dalla composizione corporea (Pitteloud N et 
al., 2005). Risultati simili sono stati riportati da Muller e collaboratori (Muller 
M et al., 2005). Yialamas e collaboratori hanno recentemente dimostrato che la 
sospensione improvvisa della terapia sostitutiva con T è associata ad 
un’insufficiente sensibilità all’insulina senza osservare cambiamenti della 
composizione corporea (Yialamas MA et al., 2007). In accordo, studi condotti 
su soggetti sottoposti a soppressione androgenica a lungo termine (≥ 12 mesi) 
per il cancro della prostata rivelano una maggiore prevalenza di diabete mellito 
e SM, oltre a una maggiore mortalità per eventi cardiovascolari (Basaria S, 
2008). Dall’altro lato, il trattamento con T di soggetti diabetici ipogonadici 
migliora l’insulino resistenza, anche se paragonati ad un numero limitato di 
pazienti di controllo (Boyanov MA et al., 2003; Kapoor D et al., 2006; Kapoor 
D et al., 2007; Saad F et al., 2008). Perciò, le linee guida attuali non 
suggeriscono una terapia sostitutiva con T in soggetti con SM o diabete mellito 
in assenza di evidenze cliniche di ipogonadismo (Wang C et al., 2008). 
Risultati analoghi sono stati ottenuti su modelli animali: Lin e collaboratori 
hanno dimostrato che topi di sesso maschile “knock out” per il recettore 
androgenico (ARKO) sono caratterizzati da una progressiva riduzione della 
sensibilità all’insulina e da una ridotta tolleranza al glucosio, che progredisce 
con l’età (Lin HY et al., 2008). Inoltre, studi recenti hanno dimostrato che la 
delezione specifica del recettore androgenico (AR) a livello epatico è associata 
allo sviluppo di insulino-resistenza e steatosi epatica nei maschi ma non nelle 
femmine di topo, suggerendo un differente ruolo tessuto specifico di AR nei 
maschi (Lin HY et al., 2008; Yu IC et al., 2008). Infine, l’insulina può 
direttamente agire sull’ipotalamo, inducendo l’aumento della sintesi e del 
rilascio di GnRH (Burcelin R et al., 2003). In accordo con questa osservazione, 
i pazienti con diabete di tipo 2 hanno mostrato una maggiore prevalenza di 
ipogonadismo ipogonadotropo e in un modello murino di deplezione centrale 
del recettore insulinico, il fenotipo somiglia molto a quello evidenziato nella 
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SM e nell’ ipogonadismo ipogonadotropo (Dhindsa S,  et al., 2004; Corona G 
et al., 2006c; Brüning JC et al., 2000). Una recente meta-analisi degli studi 
trasversali disponibili sulla associazione tra SM e ipogonadismo ha dimostrato 
che i pazienti con SM presentano livelli plasmatici di T significativamente più 
bassi (circa 3 nmol/l), in confronto con soggetti di pari età (Corona G et al., 
2011a). In particolare, la carenza di androgeni negli uomini è associata con la 
resistenza all'insulina e l'obesità e il trattamento con T dei pazienti affetti da 
ipogonadismo migliora la sensibilità all'insulina e riduce la massa grassa 
(Corona G et al., 2011a). Nonostante queste evidenze, il legame patogenetico e 
il significato clinico dell’ipogonadismo maschile associato all SM non sono 
stati completamente chiariti (Corona G et al., 2011b). 
 
Sindrome metabolica e obesità centrale  
L’obesità, in particolare l’obesità centrale, è un elemento chiave della SM. Per 
di più i criteri dell’International Diabetes Federation (IDF) per SM considerano 
l’obesità centrale come un elemento essenziale per la definizione della 
sindrome. Recentemente, è stato dimostrato che, sebbene i criteri IDF 
identificassero un maggiore numero di soggetti con SM rispetto a quello 
ottenuto con la classificazione NCEP-ATPIII (Corona G et al., 2007b), la 
definizione di NCEP-ATPIII risulta essere un miglior predittore per la presenza 
di bassi livelli di T. Infatti, i soggetti che soddisfano i criteri IDF, ma non quelli 
NCEP-ATPIII, non sembrano avere una maggiore probabilità di sviluppare 
ipogonadismo rispetto ai soggetti senza SM. I criteri NCEP-ATPIII sono stati 
considerati, rispetto ai criteri IDF, migliori predittori di altre complicanze della 
SM, quali DE arteriogenica (Corona G et al., 2007b), diabete (Mannucci E et 
al., 2008), e patologia cardiovascolare (PCV) (Alexander CM et al., 2003; 
Monami M et al., 2007). C’è un’importante differenza tra le due definizioni di 
SM che possono spiegare la debole associazione dei criteri IDF con 
l’ipogonadismo. Innanzitutto, l’abbassamento del valore soglia per la 
circonferenza vita e per l’iperglicemia portano ad inserire pazienti con un 
livello di resistenza all’insulina relativamente basso nella categoria di SM. I 
livelli bassi di T sono noti per essere associati con l’obesità (Stellato RK et al., 
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2000; Oh JY et al., 2002; Laaksonen DE et al., 2003; Pitteloud N et al., 2005; 
Wu FC et al., 2008; Laaksonen DE et al., 2005). Inoltre, i criteri IDF tendono a 
sovrastimare il ruolo dell’obesità addominale, la quale è definita come una 
condizione necessaria per la diagnosi di SM. Sebbene, pazienti obesi siano, in 
media, caratterizzati da livelli di insulino-resistenza maggiori dei soggetti 
magri, l’obesità non è sempre associata a insulino-resistenza (Ferrannini E et 
al., 1997), la quale è il maggiore fattore patogenetico per l’incidenza di diabete 
di tipo 2 e PCV. Infatti, l’utilizzo di valori soglia più bassi per la circonferenza 
vita non altera il valore predittivo dei criteri di NCEP-ATPIII per il rischio di 
PCV, il quale è notevolmente ridotto quando l’adiposità addominale 
(indipendentemente dalla soglia) è assunta come una condizione necessaria per 
la diagnosi di SM (Monami M et al., 2007). L’insulino-resistenza e 
l’iperinsulinemia, associate ad un eccesso di massa grassa, sono in grado di 
indurre alterazioni della regolazione della funzione sessuale maschile, 
attraverso una riduzione dei livelli di T liero totale. Dall’altro lato, l’obesità di 
per sé, indipendentemente dai disordini metabolici connessi, è notoriamente 
associata ad una riduzione dei livelli di SHBG (Pitteloud N et al., 2005a; 
Pitteloud N et al., 2005b). Inoltre, sia Zumoff e collaboratori (Zumoff B et al., 
1990) che il nostro gruppo di ricerca (Corona G et al., 2008c) hanno dimostrato 
che i livelli di T legato e non a SHBG diminuiscono nei maschi obesi in 
proporzione al loro grado di obesità, anche dopo correzione per le condizioni 
ad essa connessa. Inoltre, dati ottenuti da soggetti con una obesità morbigena 
indicano che i livelli e l’ampiezza della pulsatilità del LH erano ridotti se 
confrontati con soggetti di controllo normopeso (Vermeulen A et al., 1993; 
Giagulli VA et al., 1994). Queste osservazioni supportano il concetto di un 
ipoandrogenismo associato con l’obesità. Zitzmann e collaboratori in uno 
studio trasversale coinvolgente 106 pazienti maschi sani, hanno dimostrato che 
un basso numero di residui poliglutaminici polimorfici (numero di triplette 
CAG ripetute) nel gene per il recettore androgenico, suggestivo per una 
ipersensibilità al T, era associato indipendentemente a minori livelli di massa 
grassa e a più bassi livelli di insulina plasmatica, oltre che a basse 
concentrazioni di colesterolo HDL (Zitzmann M et al., 2003). Tuttavia, in una 
grossa coorte di soggetti residenti in comunità, seguiti per oltre 15 anni nel 
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Massachusetts Male Ageing Study, Page e collaboratori hanno trovato che il 
numero di triplette CAG, non predicevano variazioni nelle frazioni lipidiche e 
non erano correlate all’indice di massa corporea o alla circonferenza vita (Page 
ST et al., 2006). Quindi, altri studi sono necessari per stabilire se il 
polimorfismo di AR può regolare l’assetto e il metabolismo lipidico. 
 
Ipogonadismo e obesità centrale: quale è la causa e qual è l’effetto? 
L’ipogonadismo può essere considerato una delle molte conseguenze del 
sovrappeso e dell’obesità. Dall’altro lato, livelli bassi di T possono contribuire 
all’accumulo di grasso in eccesso, stabilendo così un circolo vizioso. Dati 
derivati dal MMAS hanno dimostrato un maggior declino dei livelli di T totale 
e libero in uomini obesi durante gli 8-9 anni di follow-up (Pitteloud N et al., 
2005). D’altra parte, modificazioni dello stile di vita al fine di ottenere una 
perdita di peso corporeo, si associano ad un miglioramento del profilo 
cardiovascolare, della funzione sessuale ed ad un incremento dei livelli di T 
circolante (Esposito K et al., 2008; Kaukua J et al., 2003; Niskanen L,  et al., 
2004). Nonostante i dati, la molecola, che gioca il ruolo principale in questo 
circolo vizioso rimane sconosciuta. I canditati più accreditati sono: estrogeni, 
leptina, insulina, TNFα o altre adipochine. In uno studio recente, è stato 
dimostrato che una bassa dose settimanale (2,5 mg) di letrozolo (un inibitore 
della aromatasi) può ripristinare i livelli di T e aumentare i livelli di LH in 
soggetti ipogonadici con obesità severa (Loves S et al., 2008). Pertanto, 
l’aumentata aromatizzazione degli androgeni da parte del tessuto adiposo 
aumenta i livelli sierici degli estrogeni, i quali, a loro volta, riducono la 
secrezione di LH. L’insulina stessa è in grado di stimolare la produzione di T e, 
contemporaneamente o conseguentemente, di inibire la concentrazione di 
SHBG (Pasquali R et al., 1995). Quindi l’insulino-resistenza associata con 
l’obesità potrebbe contribuire ai bassi livelli di T osservati nei soggetti obesi. 
In accordo a questa osservazione, Pitteloud e collaboratori hanno dimostrato 
che i livelli di T stimolati da hCG sono positivamente correlati al grado di 
sensibilità all’insulina (Pitteloud N et al., 2005; Pitteloud N,  et al., 2008). La 
leptina, uno dei principali ormoni prodotti dal tessuto adiposo, induce un 
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equilibrio energetico negativo, riducendo l’appetito ed aumentando il dispendio 
energetico (Isidori AM et al., 1999; Isidori AM et al., 2000). La leptina circola 
nel plasma a concentrazioni proporzionali alla quantità delle riserve di grasso. I 
recettori per la leptina sono espressi nel tessuto testicolare e un eccesso dei 
livelli di leptina circolante potrebbe contribuire alla riduzione dei livelli di 
androgeni osservate nei soggetti obesi (Isidori AM et al., 1999; Isidori AM et 
al., 2000). D’accordo con tale osservazione, Laughlin e collaboratori hanno 
dimostrato che un alto rapporto testosterone/estradiolo è associato a livelli più 
alti di adiponectina e a più bassi livelli di leptina (Laughlin GA et al., 2006). 
L’obesità è caratterizzata da un aumento dei livelli circolanti di TNFα, 
conseguenza dell’attivazione della cascata infiammatoria. Morales e 
collaboratori hanno dimostrato che la liberazione di TNFα a livello 
intratesticolare è associata ad una risposta al T dopo stimolazione con hCG di 
minore intensità, suggerendo un possibile contributo di questa molecola 
nell’ipogonadismo associato ad obesità (Morales V et al., 2003). 
Una meta-analisi ha mostrato che la terapia sostitutiva con T in soggetti 
ipogonadici determina una riduzione nella massa grassa e un miglioramento sia 
del profilo lipidico che della DE (Isidori AM et al.,  2005a; Isidori AM et al., 
2005b). Nel maschio, il T inibisce significativamente l’assorbimento di acido 
oleico nel tessuto adiposo omentale e retro peritoneale, ma non in quello 
sottocutaneo (Marin P et al., 1996). Inoltre, in uno studio recente 
sull’invecchiamento maschile, è stato dimostrato che la terapia con T per un 
anno, in confronto al placebo, riduce selettivamente l’accumulo di grasso 
viscerale senza modificazioni della massa corporea globale, associata ad un 
contemporaneo aumento della massa magra e della massa muscolare 
scheletrica (Allan CA et al., 2008). Complessivamente, questi studi dimostrano 
che il milieu androgenico influenza la disposizione del grasso viscerale e che 
questo effetto è rapido e durevole. Dati ottenuti da modelli animali rinforzano 
il concetto che l’ipogonadismo possa indurre un accumulo di grasso. Topi 
knock out per il recettore androgenico (ARKO) di sesso maschile, ma non 
quelli di sesso femminile, sviluppano obesità ad esordio tardivo, con 
incremento di grasso viscerale e sottocutaneo (Yanase T et al., 2008). Sebbene 
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i topi ARKO fossero meno dinamici e mostrassero un minor consumo di 
ossigeno, il principale difetto osservato era una drammatica diminuzione 
dell’espressione della proteina disaccoppiante di tipo 1 (UCP-1), proteina 
chiave nella ossidazione lipidica (Yanase T et al., 2008). Questa diminuzione è 
stata notata sia nel tessuto adiposo bianco (dove AR è maggiormente espresso), 
sia nel tessuto adiposo bruno (Yanase T et al., 2008). Sono stati inoltre trovati 
aumentati livelli dei trigliceridi e iperleptinemia (Yu IC et al., 2008). È 
interessante notare che, risultati simili sono stati anche riportati da Wisnieski e 
collaboratori nell’uomo: nei soggetti con sindrome da completa insensibilità 
agli androgeni, dovuta alla mutazione del gene AR, l’obesità è la principale 
condizione medica evidenziata, che colpisce circa metà dei soggetti 
(Wisniewski AB et al., 2000). Ulteriori studi in topi “knock out per AR” 
specifico del tessuto adiposo hanno aggiunto nuove informazioni. Questo 
modello sviluppa iperleptinemia non associata a leptino-resistenza, fenotipo 
magro e riduzione dei livelli di trigliceridi e colesterolo (Burcelin R et al., 
2003). Questo suggerisce che la deficienza di AR in altri tessuti, come il 
cervello, fegato e muscolo, può associarsi ad una compromissione del segnale 
della leptina, con conseguente riduzione degli effetti benefici derivanti 
dall’aumentata produzione di leptina attraverso la perdita di AR nel tessuto 
adiposo. Risultati simili sono stati anche ottenuti per l’adiponectina. Xu e 
collaboratori in precedenza hanno dimostrato che il T riduce i livelli sierici di 
adiponectina ad alto peso molecolare mediante l’inibizione della sua secrezione 
dal tessuto adiposo. Questi studi dimostrano che la delezione del gene AR nei 
topi determina caratteristiche molto simili a quelli che si osservano nei soggetti 
con SM (Xu A et al., 2005). Peraltro, anche i topi con deficienza del recettore 
X farnesoide (FXR), un membro della superfamiglia dei recettori nucleari, 
mostrano un fenotipo con caratteristiche simili alla SM umana. Topi FXR -/- 
mostrano elevati livelli plasmatici ed epatici di trigliceridi e colesterolo, 
un’aumentata risposta epatica ad una dieta ricca di carboidrati e resistenza 
periferica all’insulina (Sinal CJ et al., 2000). È interessante notare che 
l’androsterone, uno dei principali metaboliti di diidrotestosterone (DHT), è uno 
steroide di cui si ignorava l’attività biologica fino ad alcuni anni fa e che è ora 
considerato, insieme agli acidi biliari, un ligando naturale per FXR (Wang S et 
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al., 2006). E’ quindi ipotizzabile che il T eserciti i suoi effetti sul metabolismo 
lipidico e glicidico non solo attraverso AR ma anche attraverso il legame di un 
suo metabolita con FXR. Infine, un recente studio condotto dal nostro gruppo 
di ricerca (Morelli et al. 2013a), in un modello animale non-genomico di SM, 
ottenuto trattando dei conigli maschi con una dieta ricca in lipidi (HFD), ha 
fornito nuove conoscenze sui processi patogenetici che sottendono 
l’associazione tra la SM e l’ipogonadismo ipogonadotropo, almeno nei maschi. 
Il modello animale di SM utilizzato in questo studio riflette essenzialmente le 
caratteristiche cliniche maggiori del fenotipo umano; è caratterizzato infatti da 
iperglicemia, dislipidemia, ipertensione, e aumento della massa adiposa 
viscerale, oltre a essere associato ad una chiara forma di ipogonadismo 
ipogonadotropo e ad alterazioni vascolari a livello del tessuto penieno. Morelli 
e collaboratori hanno dimostrato che le alterazioni metaboliche, HFD-indotte, 
influenzano negativamente la funzione dei neuroni GnRH attraverso un danno 
infiammatorio a livello ipotalamico (Morelli et al. 2013a).  
 
Ruolo degli androgeni nel regolare l'accumulo di grasso 
L'accumulo di tessuto adiposo, in particolare quello viscerale, è considerato un 
importante fattore patogenetico per l'insorgenza di insulino-resistenza, 
aterosclerosi, diabete mellito e SM (Després JP et al., 1992; Smith SR et al., 
2001), condizioni tutte spesso associate a concomitante presenza di 
ipogonadismo nell'uomo. Dopo decenni di intenso dibattito, sta emergendo il 
consenso che gli steroidi sessuali svolgono un ruolo importante nel regolare la 
localizzazione della massa grassa nei mammiferi. Dati ottenuti da studi 
epidemiologici hanno dimostrato che i soggetti con deficit di androgeni hanno 
una maggiore massa grassa rispetto ai controlli eugonadici e che il trattamento 
con T diminuisce la massa grassa e aumenta la massa magra negli uomini 
affetti da ipogonadismo e negli uomini anziani con basse concentrazioni di T; 
questi effetti del T sulla massa grassa sono correlati con la dose di T e con le 
concentrazioni circolanti (Wilson JD, 1988; Bhasin S et al., 2001; Snyder PJ et 
al., 2000; Bhasin S et al., 1997; Snyder PJ et al., 1999). La carenza di 
androgeni o del recettore androgenico (AR) indotta sperimentalmente è 
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associata a un aumento della massa grassa e a una diminuzione della massa 
magra (Mauras N et al., 1998; Matsumoto T et al., 2003). Garcia e 
collaboratori hanno dimostrato che, nei roditori, elevati livelli di androgeni 
modulano la proliferazione e la differenziazione dei preadipociti in maniera 
diversa in specifici depositi di grasso (Garcia E et al., 1999). Il trattamento in 
vitro con T e DHT dei preadipociti epididimali inibisce l'attività della 
gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi (GAPDH) un enzima adiposo-specifico 
(Dieudonne MN et al., 2000). Il T sopprime anche l'attività della LPL e 
l'uptake dei lipidi negli adipociti (Ramirez ME et al., 1997). Inoltre, è stato 
osservato che in ratti con elevati livelli di androgeni il differenziamento dei 
preadipociti in cellule di grasso è compromesso attraverso la modulazione dei 
fattori trascrizionali C/EBP (Garcia E et al., 1999). Tuttavia, i meccanismi 
attraverso i quali il T diminuisce la massa grassa sono ancora poco conosciuti 
(Brodsky IG,  et al., 1996; Mårin P et al. 1992a; Mårin P et al., 1992b). Gli 
androgeni si legano ad AR, che media la maggior parte delle sue funzioni 
fisiologiche attivando la trascrizione dei geni a valle (Dieudonne MN et al., 
1998; Jaubert AM et al., 1995; Mooradian AD et al., 1995). AR è espresso nei 
preadipociti e negli adipociti di uomo e di ratto ed è coinvolto nella regolazione 
della proliferazione e della differenziazione dei preadipociti o delle cellule 
pluripotenti (Matsumoto T et al., 2003; Dieudonne MN et al., 1998; Jaubert 
AM et al., 1995; Singh R et al., 2003). Inoltre, è stato suggerito che gli 
androgeni hanno effetti antiadipogenici nei precursori delle cellule adipose in 
specifiche regioni dove l'espressione di AR è elevata (Dieudonne MN et al., 
1998; Jaubert AM et al., 1995). Topi adulti di sesso maschile knockout per AR 
presentano un fenotipo pseudo-femminile, e hanno maggiori quantità di grasso 
corporeo rispetto ai topi maschi wild-type (Matsumoto T et al., 2003; Yeh S et 
al., 2002). Questi topi knockout per AR (ARKO) sono resistenti al testosterone 
e diventano obesi per aumento del tessuti adiposo bianco sottocutaneo e 
intraperitoneale (Matsumoto T et al., 2003). Altri studi sui modelli ARKO 
hanno confermato che AR svolge un ruolo importante nel metabolismo 
maschile, influenzando il bilancio energetico e la lipolisi (Sato T, et al., 2003; 
Fan W et al., 2005). Un effetto negativo dell’attivazione di AR sull’adiposità 
viscerale è stato chiaramente dimostrato nei topi ARKO (Yanase T et al., 
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2008). In accordo, Singh e collaboratori (Singh R et al., 2006) hanno 
dimostrato che il trattamento in vitro con T e DHT inibisce la differenziazione 
adipogenica della linea cellulare 3T3-L1 attraverso la traslocazione nucleare, 
AR-mediata, della β-catenina e la conseguente attivazione del signalling di 
Wnt, che come descritto in precedenza, media effetti anti-adipogenici. Lo 
sviluppo e la distribuzione del tessuto adiposo bianco nelle diverse regioni 
anatomiche è un processo complesso, che coinvolge non solo variazioni 
funzionali relative alla capacità degli adipociti di immagazzinare grassi, ma 
anche variazioni nel numero degli adipociti stessi dipendente dalla capacità 
proliferativa e differenziativa di precursori adipogenici (Ginsberg-Fellner F, 
1981; Gurr MI et al., 1982; Auwerx J et al., 1996; Gregoire FM, 2001; 
Rangwala SM, Lazar MA, 2000; Sjöström L et al., 1972). Recenti studi hanno 
evidenziato come in aggiunta ai preadipociti residenti, la proliferazione e la 
differenziazione di cellule staminali mesenchimali contribuisca all'accumulo di 
grasso nel tessuto adiposo e non adiposo (Cartwright MJ et al., 2007; Auwerx J 
et al., 1996). Il lavoro di Gupta e collaboratori (Gupta V et al., 2008) ha 
indagato tutti questi aspetti studiando gli effetti degli androgeni, ed in 
particolare del DHT, per escludere gli effetti indiretti dell'aromatizzazione a 
estrogeni, non solo sulla differenziazione ma anche sulla proliferazione e sulla 
funzione di cellule staminali mesenchimali umane (hMSC), ottenute da 
donatori di sesso maschile, e di preadipociti isolati da tessuto adiposo 
sottocutaneo e viscerale di soggetti obesi. Il fatto di aver usato colture cellulari 
umane rende questo lavoro rilevante per la fisiologia umana rispetto a tutti gli 
altri studi precedentemente effettuati in modelli murini, pur con tutti i limiti 
degli studi in vitro. Da questo studio è emerso che il DHT inibisce in maniera 
dose-dipendente la differenziazione sia delle hMSC che dei preadipociti in 
adipociti maturi. In presenza di DHT gli adipociti differenziati sono più piccoli 
e accumulano meno lipidi, suggerendo un minor grado di maturazione. Il DHT 
inibisce, infatti, l'espressione dei marker di differenziazione adipogenica e 
l'incorporazione degli acidi grassi in trigliceridi. Inoltre, è stato anche visto un 
effetto stimolatorio del DHT sulla lipolisi, indicando che gli effetti sulla massa 
grassa sono il risultato netto tra inibizione dell'adipogenesi, riduzione 
dell'accumulo lipidico e stimolazione della lipolisi. Non è stato invece 
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evidenziato nessun effetto del DHT sulla proliferazione né delle hMSC che dei 
preadipociti. Infine, Gupta e collaboratori hanno dimostrato che gli effetti 
inibitori del DHT sulla differenziazione adipogenica delle hMSC sono mediati 
dal recettore androgenico, visto che venivano bloccati dalla co-incubazione con 
bicolutamide, un antagonista selettivo di tale recettore (Gupta V et al., 2008). 
 
Ruolo di FXR nel regolare l'insulino-sensibilità e l'adiposità 
Il recettore X farnesoide (FXR, noto anche come NR1H4) è un recettore 
nucleare, espresso nel fegato, nell'intestino, nel rene, nelle ghiandole surrenali 
e nel tessuto adiposo (Zhang Y et al., 2003; Bishop-Bailey D et al., 2004; 
Rizzo G et al., 2006), i cui ligandi naturali sono gli acidi biliari (AB), 
recentemente identificati come importanti modulatori dell’omeostasi 
metabolica e dell’insulino-resistenza (Thomas C et al., 2008). In seguito alla 
sua attivazione, FXR regola l'espressione dei geni target legandosi agli 
elementi responsivi di FXR, dopo aver formato un eterodimero con il recettore 
dell'acido retinoico (RXR) (Forman B et al.,1995). Uno dei più importanti ruoli 
fisiologici svolto da FXR è quello di proteggere gli epatociti dagli effetti 
deleteri del sovraccarico di AB, diminuendone la produzione endogena 
attraverso la riduzione dell'espressione della colesterolo-7-idrossilasi (Cyp7a1), 
l'enzima limitante (rate-limiting) nella via biosintetica, e accelerandone la 
biotrasformazione ed escrezione, attraverso l’induzione della proteina legante 
AB a livello intestinale (Grober J et al., 1999), l’inibizione del trasportatore di 
AB (polipeptide co-trasportatore del sodio taurocolato, NTCP) a livello epatico 
(Denson LA et al., 2001) e l’induzione della pompa di esportazione dei sali 
biliari (BSEP) (Ananthanarayanan M et al., 2001; Kuipers F,  et al., 2004). 
Inoltre, studi in topi “knockout” per FXR (FXR–/–) hanno dimostrato il ruolo 
fondamentale di FXR nel regolare il metabolismo lipidico, dal momento che 
questi topi mostrano elevati livelli sierici di trigliceridi e di colesterolo-HDL 
(Sinal CJ et al., 2000). Recentemente, diversi studi hanno suggerito che FXR 
potrebbe anche regolare il metabolismo epatico dei carboidrati (Cariou B et al., 
2005a). La prima prova a favore di questa ipotesi è stata la ridotta espressione 
epatica di FXR in modelli sperimentali di diabete (De Fabiani E et al., 2003). 
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L'espressione epatica di FXR nei topi varia anche a seconda dei cambiamenti 
nutrizionali: aumenta durante il digiuno e diminuisce in seguito all' assunzione 
di cibo (Zhang Y et al., 2004; Duran-Sandoval D et al., 2005). Inoltre, 
l'attivazione di FXR da parte di AB o da parte di GW4064, l'agonista sintetico 
specifico non steroideo (Maloney PR et al., 2000), modula l'espressione 
dell'enzima gluconeogenico fosfoenolpiruvato carbossichinasi (PEPCK) 
(Cariou B et al., 2005a). Tuttavia, dati contrastanti riportano sia effetti positivi 
(Stayrook KR et al., 2005) che negativi (De Fabiani E et al., 2003; Yamagata K 
et al., 2004) di AB e/o GW4064 sull'espressione genica di PEPCK. Uno studio 
del 2005, su topi FXR–/–, ha evidenziato anche un ruolo di FXR nel regolare la 
cinetica del metabolismo epatico dei carboidrati durante la fase di transizione 
digiuno-alimentazione. Sembra, infatti, che FXR sia in grado di modulare sia la 
via glicolitica che quella lipogenica interferendo direttamente con la 
trascrizione dei geni glucosio-regolati, come la piruvato chinasi epatica 
(Duran-Sandoval D et al., 2005). Inoltre, FXR controlla anche la reazione di 
adattamento al digiuno, dal momento che topi FXR–/– mostrano una 
ipoglicemia transitoria durante il digiuno (Cariou B et al., 2005b). Tre studi 
indipendenti suggeriscono un ruolo di FXR nella regolazione della sensibilità 
insulinica (Cariou B et al., 2006; Ma K et al., 2006; Zhang Y et al., 2006). Il 
deficit di FXR porta ad una alterata tolleranza al glucosio e a insulino-
resistenza. La tecnica del clamp iperinsulinemico-euglicemico ha confermato 
che topi FXR–/– mostrano un'insulino-resistenza periferica osservabile dal 
ridotto smaltimento periferico di glucosio (Cariou B et al., 2006; Ma K et al., 
2006). Coerentemente con queste osservazioni, il signalling dell'insulina è 
alterato nei tessuti periferici insulino-sensibili, come il muscolo scheletrico e il 
tessuto adiposo bianco (Cariou B et al., 2006; Ma K et al., 2006). Tuttavia, in 
letteratura sono riportati dati discordanti per quanto riguarda il livello di 
sensibilità insulinica epatica nei topi FXR–/–. Alcuni studi hanno trovato, nei 
topi FXR–/–, una ridotta inibizione della produzione epatica di glucosio 
durante il clamp a basso dosaggio di insulina (Ma K et al., 2006) e una 
compromissione del signalling dell'insulina a livello epatico (Ma K et al., 2006; 
Zhang Y et al., 2006). Al contrario, in altri lavori, il deficit di FXR è stato 
dimostrato essere associato a una normale sensibilità e a un corretto signalling 
37 
 
dell'insulina a livello epatico (Cariou B et al., 2006; Duran-Sandoval D et al., 
2005). La ragione di questa discrepanza non è chiara, ma può essere collegata a 
background genetici diversi [C57Bl6 / J (Ma K et al., 2006; Zhang Y et al., 
2006) vs C75Bl6 / N (Cariou B et al., 2006; Duran-Sandoval D et al., 2005)] 
del topo e/o alla dose di insulina utilizzata durante il clamp. Sulla base di questi 
risultati, la previsione è che l'attivazione di FXR promuove la sensibilità 
all'insulina. In accordo con questa ipotesi, il trattamento con GW4064 migliora 
la sensibilità insulinica sia nei topi db/db, KK-A(y) (Zhang Y et al., 2006), che 
in quelli ob/ob (Cariou B et al., 2006). Risultati simili sono stati ottenuti in 
seguito alla overespressione adenovirus-mediata di FXR costitutivamente 
attivo nel fegato di topi db/db (Zhang Y et al., 2006). I meccanismi molecolari 
alla base dell'effetto insulino-sensibilizzante di FXR restano ancora non chiari. 
Poiché FXR non è espresso nel muscolo scheletrico, è plausibile che il deficit 
di FXR alteri indirettamente il signalling dell'insulina in questo tessuto. Una 
ipotesi è che il deficit di FXR promuova la deposizione ectopica di lipidi nei 
tessuti bersaglio dell'insulina, un fenomeno solitamente denominato 
"lipotossicità” (Savage DB et al., 2007). Infatti, topi FXR–/– mostrano elevati 
livelli di acidi grassi liberi circolanti (Cariou B et al., 2006; Ma K et al., 2006) 
e un aumento di trigliceridi intramuscolari (Ma K et al., 2006). Inoltre, il livello 
di fosforilazione della serina-307 del substrato del recettore dell'insulina-1 
(IRS-1), che è legata all'insulino-resistenza indotta dagli acidi grassi (Yu C et 
al., 2002), è aumentata nel muscolo scheletrico di topi FXR–/– (Ma K et al., 
2006). Un meccanismo simile potrebbe funzionare anche nel fegato, dal 
momento che il contenuto dei trigliceridi epatici è aumentata nei topi FXR–/– 
(Cariou B et al., 2006; Ma K et al., 2006). Al contrario, il trattamento con 
GW4064 riduce l'accumulo di lipidi neutri nel fegato di topi db/db (Zhang Y et 
al., 2006). Dati recenti suggeriscono che FXR svolge un ruolo anche nella 
differenziazione e nella funzione degli adipociti. Rizzo e collaboratori hanno 
infatti dimostrato che l'attivazione di FXR da parte dei ligandi naturali o 
sintetici regola la differenziazione dei preadipociti di topo 3T3-L1 in adipociti 
maturi (Rizzo G et al., 2006). L’analisi dell'espressione genica di FXR durante 
l'adipogenesi in questa linea cellulare dimostra che l’mRNA di FXR aumenta 
rapidamente in risposta a induzione adipocitaria con DIM (un cocktail 
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ormonale a base di insulina, desametazone e IBMX), mentre non era rilevabile 
negli adipociti indifferenziati. L'attivazione di FXR con il ligante sintetico 
selettivo di FXR, 6α-ECDCA/INT-747 (OCA; Rizzo G et al., 2010;  Wang YD 
et al.,  2008; Wang XX et al., 2009; Wang XX et al., 2010), determina una 
rapida acquisizione da parte delle cellule 3T3-L1 del fenotipo adipocitario con 
gocce lipidiche nel citoplasma di dimensioni maggiori rispetto a quanto 
osservato nel caso delle cellule trattate solo con DIM. Inoltre, l'esposizione 
delle celllule 3T3-L1 a ligandi naturali o sintetici di FXR incrementava 
l'espressione di un certo numero di geni adipocita-specifici, DIM-regolati, 
come C/EBPα, PPARγ2 e FABP4, mentre riduceva l'espressione di TNF-α, un 
mediatore chiave della lipolisi. Rizzo e collaboratori hanno inoltre condotto 
esperimenti in vivo sia su topi wild-type che su topi FXR–/– e hanno 
dimostrato che l'attivazione di FXR con OCA aumenta nel tessuto adiposo 
l'espressione di C/EBPα, PPARγ2 e FABP4, mentre inibisce l'espressione di 
TNF-α nei topi wild-type, suggerendo che FXR è coinvolto nella regolazione 
sia dell'adipogenesi, inducendo i geni C/EBPα, PPARγ2, che nell'accumulo di 
lipidi, inducendo FABP4 e inibendo TNF-α. Dato che questi effetti non sono 
stati osservati nei topi FXR–/–, è stato ipotizzato che la somministrazione di 
OCA richieda un gene FXR intatto al fine di poter suscitare le sue attività 
metaboliche (Rizzo G et al., 2006). Questi dati, complessivamente, confermano 
quanto precedentemente dimostrato da Cariou e collaboratori in uno studio 
effettuato nei topi FXR–/– (Cariou B et al., 2006). Infatti, i fibroblasti 
embrionali murini isolati da topi FXR–/– non erano in grado di accumulare 
correttamente i trigliceridi durante la differenziazione in adipociti. 
Coerentemente con questi dati in vitro, i topi FXR–/– mostravano un fenotipo 
lipoatrofico moderato probabilmente responsabile della ridotta sensibilità 
insulinica osservata in questi topi (Kapoor D et al., 2005). Effettivamente, il 
trattamento con l’agonista dell’FXR, GW4064, migliorava il signalling 
dell'insulina e l’uptake del glucosio insulina-indotto negli adipociti 3T3-L1 
differenziati (Cariou B et al., 2006, Rizzo G et al., 2006). Tutta una serie di 
studi preclinici ha, inoltre, dimostrato che OCA esercita effetti antinfiammatori 
e antifibrotici nel fegato, nei reni e nell’intestino, i principali organi che 
esprimono FXR.(Adorini L et al., 2012). Alla luce della crescente evidenza 
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preclinica del potenziale terapeutico degli agonisti di FXR nella regolazione 
del metabolismo glucidico e lipidico, OCA è stato testato in un studio di fase 2 
in pazienti con diabete di tipo 2 e con steatosi epatica non alcolica (NAFLD), 
determinando un miglioramento della sensibilità all'insulina e una riduzione dei 
marcatori di infiammazione e di fibrosi a livello epatico (Adorini L et al., 2012; 
Mudaliar S et al., 2013). Inoltre, dati ottenuti dal recente studio FLINT (The 
Farnesoid X Receptor Ligand Obeticholic Acid in NASH Treatment), uno 
studio clinico multicentrico, randomizzato, in doppio cieco, a gruppi paralleli, 
controllato con placebo, effettuato su pazienti con steatoepatite non alcolica, 
non cirrotica, hanno dimostrato che il trattamento con OCA migliora le 
caratteristiche istologiche della steatoepatite non alcolica, tra cui la steatosi 
epatica, l’infiammazione e la fibrosi (Neuschwander-Tetri BA et al., 2014). 
Nonostante il miglioramento delle caratteristiche chiave della steatoepatite non 
alcolica, tra cui la fibrosi, questi miglioramenti non sono stati sufficienti a 
ridurre il numero di pazienti con diagnosi di steatoepatite non-alcolica. I 
risultati positivi sono attenuati dalla presenza di prurito nel 23% dei pazienti, 
da un aumento del colesterolo totale e LDL, e da una modesta diminuzione del 
colesterolo HDL. Studi a lungo termine sono necessari per confermare gli 
effetti benefici di OCA nei pazienti con steatoepatite non-alcolica, e per 
determinare la rilevanza clinica delle variazioni dei lipidi circolanti indotte dal 
ligando di FXR. (Neuschwander-Tetri BA et al., 2014). 
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Scopo della tesi 
 
La sindrome metabolica (SM), e in particolare l'obesità viscerale, è spesso 
associata nel maschio alla presenza di ipogonadismo, ovvero ad una riduzione 
dei livelli plasmatici di T (Corona G et al., 2006a; Laaksonen DE et al.,2003; 
Kapoor D et al., 2005; Corona G et al., 2011a). Numerosi studi epidemiologici 
indicano che la SM potrebbe predire lo sviluppo dell'ipogonadismo maschile 
(Laaksonen DE et al., 2005; Derby CA et al., 2006; Rodriguez A et al., 2007), 
così come l'ipogonadismo di per sé rappresenta un fattore di rischio per la SM 
e le complicanze associate, come il diabete mellito di tipo 2 (Stellato RK et al., 
2000; Oh JY et al., 2002; Kupelian V et al., 2006) e le patologie 
cardiovascolari (Rosano GM et al., 2007; Maggi M et al., 2007). Non è stato, 
tuttavia, ancora chiarito quale sia la reale relazione causa-effetto tra queste 
morbidità che sembrano instaurare un vero e proprio circolo vizioso. 
Il presente lavoro è stato, pertanto, intrapreso al fine di studiare i complessi 
meccanismi patogenetici che sottendono l'associazione tra ipogonadismo e SM 
utilizzando un modello animale di SM, già sviluppato nel nostro laboratorio in 
seguito al trattamento, per 12 settimane, di conigli maschi adulti con una dieta 
ricca in lipidi (HFD, high fat diet) (Filippi S et al. 2009; Vignozzi L et al., 
2011, Vignozzi L et al., 2012, Morelli A et al., 2011; Morelli A et al., 2012; 
Morelli A et al., 2013a; Morelli A et al., 2013b; Comeglio P et al., 2014). Un 
sottogruppo di questi conigli HFD è stato sottoposto a terapia suppletiva con T. 
Un altro sottogruppo di conigli HFD è stato invece trattato cronicamente con 
OCA, un agonista sintetico del recettore FXR implicato non solo nel controllo 
dell’omeostasi lipidica e glucidica, ma anche nella regolazione della funzione 
del tessuto adiposo (Rizzo G et al., 2006; Cariou B et al., 2006). In tal modo è 
stato possibile confrontare i fenotipi dei vari gruppi sperimentali e indagare se 
il trattamento terapeutico con T o con OCA potesse migliorare le alterazioni 
metaboliche, incluso lo sviluppo di obesità viscerale. 
La disfunzione del tessuto adiposo rappresenta il principale fattore 
patogenetico delle complicanze metaboliche e cardiovascolari legate alla SM e 
all’obesità ed il ruolo del T nel regolare tale funzione è ancora piuttosto 
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controverso. Lo scopo principale dello studio è stato quindi quello di valutare 
la presenza di eventuali differenze nella capacità differenziativa dei precursori 
cellulari del tessuto adiposo viscerale tra i vari gruppi sperimentali, isolando e 
caratterizzando i preadipociti (rPAD, rabbit preadipocytes) e sottoponendoli a 
induzione adipogenica. In tal modo è stato possibile valutare gli effetti del 
trattamento in vivo con fattori coinvolti nel processo adipogenico, come T e 
OCA, sulle modificazioni del tessuto adiposo viscerale indotte dalla SM. 
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Materiali e metodi  
 
Trattamento degli Animali  
Per gli esperimenti sono stati utilizzati conigli maschi adulti di razza New 
Zealand (Charles River, Calco, Lecco, Italia) che pesavano circa 3 kg. Ogni 
animale è stato tenuto in gabbie singole in condizioni standard in una stanza a 
temperatura e umidità controllate e con ciclo alternato di 12 ore di luce/buio. 
Per tutta la durata dello studio sia il cibo che l’acqua erano disponibili senza 
limitazioni. Gli animali, dopo una settimana di dieta standard per conigli, sono 
stati suddivisi in maniera random nel gruppo dei controlli e in quello dei 
trattati. Il gruppo di controllo, continuava a ricevere una dieta standard 
(controllo; n=35/38), mentre il gruppo dei trattati veniva nutrito per 12 
settimane con una dieta ricca in lipidi (HFD; n=32/36) costituita da 0,5 % di 
colesterolo e 4 % di olio d’arachidi (conigli HFD) modificata da protocolli già 
pubblicati (Azadzoi KM et al., 1991; Najibi S et al., 1994). La dieta speciale 
per conigli è stata acquistata dalla ditta Mucedola (Settimo Milanese, Milano, 
Italia). Ad un primo sottogruppo di conigli HFD è stata somministrata per 12 
settimane una dose farmacologica di testosterone (T; 30 mg/Kg, una volta a 
settimana; n=19) usando una miscela di 110 mg di T enantato (estere del 
testosterone naturale) e di 25 mg di T propionato, che corrispondono a 100 mg 
di T (Bayer Schering Pharma, Berlino, Germania), come descritto in un 
precedente protocollo (Vignozzi L et al., 2009; Fibbi B et al., 2009; Filippi S et 
al., 2009). Un secondo sottogruppo di conigli HFD è stato invece trattato 
cronicamente con OCA (10 mg/kg al giorno per 5 giorni alla settimana, 
mediante sonda gastrica orale; Intercept Pharmaceuticals Inc., New York, 
USA; n=18) per 12 settimane, come descritto precedentemente (Vignozzi L et 
al., 2011; Morelli A et al., 2012). Un terzo sottogruppo di conigli HFD è stato 
trattato con l’agonista selettivo di TGR5, INT-777 (30 mg/kg, daily 5 days a 
week for 12 weeks, by oral gavage; n=6; Pellicciari R et al., 2009). I valori di 
glicemia, colesterolo totale, trigliceridi, aspartato-aminotransferasi (AST) e 
alanina aminotransferasi (ALT), T e 17β-estradiolo (E2) sono stati ottenuti, 
prelevando dalla vena marginale dell’orecchio dei conigli, campioni ematici al 
tempo zero (inizio) e alla 12
° 
settimana (fine trattamento). Il sangue è stato 
43 
 
immediatamente centrifugato a 3000 rpm per 20 minuti, e il plasma raccolto è 
stato riposto a -20° C fino al momento dell’analisi. La pressione arteriosa 
media (MAP) è stata misurata alla 12
° 
settimana, dopo sedazione con 
pentobarbital (45 mg/Kg), incannulando l’arteria femorale con un catetere di 
polietilene. Successivamente gli animali sono stati sacrificati tramite una dose 
letale di pentobarbital. Dopo il sacrificio campioni di vescichette seminali, 
testicoli, fegato e tessuto adiposo viscerale sono stati raccolti e adeguatamente 
conservati per le successive analisi. I campioni di VAT di ciascun gruppo 
sperimentale sono stati inoltre processati per l’isolamento dei preadipociti. 
Sulla base di un'analisi ad interim, a causa della mancanza di un effetto di INT-
777 sull’iperglicemia e sui parametri complessivi della sindrome metabolica 
(iperglicemia, alti livelli di trigliceridi, alti livelli di colesterolo, aumento della 
pressione arteriosa e accumulo di grasso viscerale) e ad una inaspettata 
ipertrofia della cistifellea, gli esperimenti con INT-777 sono stati fermati, e, 
pertanto, i dati disponibili sono limitati a sei conigli.  
 
Misurazione dei parametri biochimici  
I livelli plasmatici di colesterolo, trigliceridi, glicemia, AST ed ALT sono stati 
misurati con un Sistema Automatico (ADVIA 2004, Siemens, Chemistry 
System; Siemens Science Medical Solution Diagnostic, Tarrytown, NY). I 
livelli plasmatici di T e E2, ottenuti tramite un procedimento di estrazione, sono 
stati valutati attraverso un sistema automatico a chemiluminescenza 
(Immunolite 2000 Siemens, Siemens Healthcare Diagnostics, Deerfield USA). 
Per l’estrazione i campioni di sangue sono stati mischiati per 15 minuti con 4 
volumi di dietil estere, poi centrifugati per 5 minuti a 2000 rpm, e la fase 
acquosa così ottenuta è stata congelata in ghiaccio secco. La fase organica è 
stata recuperata, fatta evaporare sotto un flusso di azoto, e ricostituito nella 
soluzione d’analisi.  
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Test di tolleranza al glucosio per via orale  
Il test di tolleranza al glucosio per via orale (OGTT) è stato effettuato in 
accordo ai protocolli già pubblicati (Filippi S et al., 2009). Dopo un periodo di 
circa 12 ore di digiuno, agli animali è stata somministrata per via orale una 
soluzione al 50% di glucosio ad una dose di 1,5 g/Kg. Prima di somministrare 
il carico di glucosio e a 15, 30 e 120 minuti da esso sono stati raccolti campioni 
ematici tramite prelievo dalla vena marginale dell’orecchio. Per ottenere il 
plasma i campioni, dopo essere stati mantenuti in ghiaccio, sono stati 
centrifugati a 3000 rpm per 20 min a 4° C. La glicemia è stata misurata come 
descritto in precedenza. L’area incrementale sotto la curva (iAUC) è stata 
calcolata usando il software GRAPHARD PRISM versione 4.0 per Windows. 
 
Analisi morfometrica di sezioni di tessuto adiposo viscerale  
I campioni di tessuto adiposo viscerale di ciascun gruppo sperimentale sono 
stati inclusi in paraffina e successivamente utilizzati per ottenere sezioni di 
circa 3μm di spessore. Le sezioni di tessuto adiposo sono state poi colorate con 
ematossilina-eosina utilizzando protocolli standard. Il diametro degli adipociti 
è stato misurato al microscopio Nikon Microphot-FXA (Nikon, Tokyo, 
Giappone) considerando gli adipociti più regolarmente sferici e ultilizzando il 
programma computerizzato ImageJ. 
 
Rilevamento dell’ipossia e immunoistochimica  
Il grado di ossigenazione dei campioni di tessuto adiposo viscerale è stato 
analizzato mediante uno specifico kit (Hypoxyprobe TM-1, Chemicon 
International, CA, USA) che utilizza un farmaco bio-reattivo, il pimonidazolo-
idroclorito (Hypoxyprobe-1, 60mg/kg), che viene iniettato intraperitonealmente 
un’ora prima del sacrificio, riconosciuto come marcatore standard della 
presenza di ipossia. Il pimonidazolo è solubile in acqua e si distribuisce 
rapidamente in tutti i tessuti del corpo costituendo degli addotti proteici 
esclusivamente nelle zone ipossiche, che hanno quindi una pressione di 
ossigeno uguale o inferiore a 10 mmHg. Brevemente, i campioni di tessuto 
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adiposo viscerale, fissati in formalina 4% subito dopo l’ isolamento, vengono 
deidratati e incorporati in paraffina. Le cellule ipossiche sono facilmente 
individuate con un anticorpo monoclonale (Hypoxyprobe-1 Mab1), seguendo il 
protocollo della casa produttrice (Morelli A et al., 2012, Morelli A et al., 
2013b, Vignozzi L et al., 2012). La quantificazione dell’ipossia è stata ottenuta 
usando Adobe Photoshop 6.00 ® software (Adobe Systems). 
 
Analisi Western Blot  
I campioni di tessuto adiposo viscerale sono stati processati in azoto liquido e 
suddivisi in due aliquote: una per l'estrazione delle proteine totali e l'altra per la 
separazione della frazione di membrana dalla frazione citosolica, effettuata con 
il sistema ProteoExtract (Calbiochem-Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Gli 
estratti proteici sono stati quantificati con il metodo BCA (Pierce, Rockford, 
IL, USA) e 15 µg di ogni campione sono stati separati tramite SDS-PAGE al 
10% e trasferiti su membrana di PVDF (ImmobiloneP, Millipore Corporation, 
Bedford, MA, USA). Le membrane sono state bloccate per 1 ora in TBS 
(TRIS-buffered saline; 0.1% Tween 20) e skim milk al 5%. Successivamente, 
le membrane sono state incubate con l’anticorpo primario (anti-GLUT4 
(1:1000), Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA; anti-perilipina 1 
(1:1000), ant-pAKT (1:1000), anti-AKT (1:1000), anti-STAT1 (1:1000) and 
anti-actin (1:1000), Santa Cruz Biotechnology) a 4°C per tutta la notte e poi 
sono state incubate con il rispettivo anticorpo secondario. L’analisi 
densitometrica dell’intensità delle bande è stata ottenuta utilizzando il software 
Photoshop 5.5 (Adobe Systems, Inc. Italia srl). 
 
Istologia del fegato 
La steatosi epatica è stata valutata mediante colorazione Oil Red O delle 
sezioni di fegato. Le sezioni congelate sono state tagliate al criostato e sono 
state fissate in paraformaldeide al 4% per 20 minuti a temperatura ambiente 
(RT). Successivamente le sezioni sono state trattate per 2-5 minuti con 
isopropanolo e poi sono state colorate con Oil Red O per 20 minuti. La 
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soluzione Oil Red O è stata preparata diluendo una soluzione madre (0,3 g di 
Oil Red O in 100 ml di isopropanolo) con acqua (3:2) seguito da filtrazione. 
Dopo la colorazione Oil Red O, le sezioni sono state lavate più volte in acqua e 
colorate con ematossilina ed eosina per evidenziare i nuclei degli epatociti. 
Infine, le sezioni sono state fotografate e la quantificazione computerizzata 
della Oil Red O-positività è stato fatta dopo la sottrazione dello sfondo 
utilizzando il software Adobe Photoshop 6.0 (Adobe Systems). 
 
Analisi immunoistochimica dell’espressione del TNFα 
Le sezioni di fegato sono state incubate per una notte a 4°C con un anticorpo 
primario anti-TNFα (TNFα) (infliximab 1:100 vol/vol, DakoCytomation, 
Copenhagen, Danimarca). Le sezioni sono state lavate in PBS e incubate con 
un anticorpo secondario biotinilato e poi con un complesso streptavidina-
biotina-perossidasi (Ultravision large volume detection system anti-polyvalent, 
Lab Vision, Fremont, CA, USA). Il prodotto di reazione è stato sviluppato con 
3’,3’-diaminobenzidina tetraidrocloride come cromogeno (Sigma-Aldrich). 
Esperimenti di controllo sono stati eseguiti omettendo l'anticorpo primario. Le 
immagini sono state ottenute utilizzando un microscopio Nikon Microphot- 
FXA. La quantificazione computerizzata della colorazione di TNFα è stata 
fatta dopo la sottrazione dello sfondo utilizzando il software Adobe Photoshop 
6.0 (Adobe Systems). 
 
Isolamento dei preadipociti dal tessuto adiposo viscerale  
L'isolamento dei preadipociti viscerali di coniglio (rPAD, rabbit preadipocytes) 
è stato effettuato in base a un protocollo precedentemente pubblicato (Zuk PA 
et al., 2002). In breve, i campioni di tessuto adiposo viscerale, dopo essere stati 
rimossi in condizioni sterili, sono stati immediatamente messi in Terreno 
Dulbecco modificato (DMEM/F12) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 
senza siero, supplementato con streptomicina e penicillina. Successivamente, i 
campioni di tessuto adiposo viscerale sono stati lavati in tampone fosfato salino 
(PBS), processati meccanicamente con forbici e pinze sterili, prestando 
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attenzione ad eliminare tutto il sangue e la componente fibrosa, e, infine, 
digeriti enzimaticamente con una soluzione di collagenasi II (Sigma-Aldrich) 
in un bagnetto termico in agitazione a 37 ° C per 60 minuti. Il pellet è stato 
raccolto mediante centrifugazione a 2300 rpm per 10 minuti a temperatura 
ambiente e poi trattato con tampone di lisi dei globuli rossi. Dopo la 
centrifugazione il supernatante è stato rimosso e il pellet cellulare è stato 
risospeso in DMEM/F12 supplementato con 10% di Siero Bovino Fetale (FBS) 
(Sigma-Aldrich), 2 mM di glutamina (Sigma-Aldrich), 100 U/mlndi penicillina 
(Sigma-Aldrich) e 100 μg/ml di streptomicina (pen/strep) (Sigma-Aldrich), 
filtrato e piastrato in piastre petri con diametro di 100 mm a una diluizione 
appropriata. Le cellule rPAD sono state mantenute in incubatore a 37°C in 
atmosfera umidificata al 95% con il 5% (Sigma-Aldrich) di CO2. Ogni 24 ore il 
terreno è stato sostituito con terreno fresco, lavando accuratamente la coltura 
con PBS. Dopo circa 4-5 giorni, la popolazione cellulare passaggio 0 (P) giunta 
alla subconfluenza (circa il 90% della superficie della piastra) è stata lavata in 
PBS e staccata con tripsina 0.25%/EDTA , contata e risospesa in terreno di 
coltura per ottenere la popolazione secondaria (P1). Tutti gli esperimenti sono 
stati effettuati sulle popolazioni P1. 
 
Caratterizzazione immunofenotipica mediante citometria a flusso 
Le cellule rPAD sono state analizzate per l'espressione di molecole di 
superficie cellula-specifiche mediante citometria a flusso come 
precedentemente pubblicato (Mazzanti B et al., 2008). Brevemente, le cellule, 
una volte staccate dalle piastre mediante trattamento con tripsina 0.25%/EDTA 
e lavate in HBSS e FBS 10%, sono state risospese in un tampone di citometria 
a flusso costituito da CellWASH (sodio azide allo 0,1% in PBS; Becton 
Dickinson) ed FBS al 2%. Le aliquote (1.5x10 cellule/100ml) sono state 
incubate con i seguenti anticorpi monoclonali coniugati: CD34-PE, CD45-
FITC (al fine di quantificare la contaminazione emopoietica); CD14-PE (al fine 
di quantificare la contaminazione monocitica); CD31-FITC (al fine di 
quantificare la contaminazione endoteliale); CD90-PE, CD106-FITC (tutti 
acquistati da BD Pharmingen, San diego, CA, USA) e CD105-PE (Ancell, 
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Bayport, MN, USA). La fluorescenza non-specifica e i parametri morfologici 
delle cellule sono stati determinati incubando la stessa aliquota di cellule con 
anticorpi monoclonali di topo isotype-matched (Becton Dickinson, San diego, 
CA, USA). Il 7-AAD è stato aggiunto al fine di escludere le cellule morte 
dall'analisi. L'acquisizione della citometria a flusso è stata effettuata attraverso 
la raccolta di 10
4
 eventi su uno strumento FACScalibur (Becton Dickinson) e i 
dati sono stati analizzati sul software CELL QUEST (Becton Dickinson). 
 
Protocollo di differenziazione adipogenica  
Le cellule rPAD sono state piastrate in presenza del terreno di coltura in piastre 
da 6 (8x10
4 
cellule/pozzetto) o da 96 pozzetti (9x10
3
 cellule/pozzetto) e lasciate 
raggiungere la confluenza. Due giorni dopo la confluenza (tempo 0), le cellule 
rPAD sono state lasciate non trattate oppure sono state trattate con la miscela di 
differenziazione adipogenica (isobutilmetilxantina 0,5mM; insulina 5μg/ml; 
desametazone 1μM; Sigma-Aldrich) per 8 giorni (Student AK et al., 1980). Il 
terreno di coltura è stato sostituito ogni 48 ore, e poi le cellule sono state 
spostate in un terreno contenente 10 g/ml di insulina per 48 ore.  
 
Valutazione qualitativa e quantitativa dell'accumulo di trigliceridi 
Per la valutazione qualitativa dell'accumulo di trigliceridi, le cellule rPAD, al 
termine dei 10 giorni di induzione adipogenica, sono state fissate in formalina, 
colorate con Oil Red O (Sigma-Aldrich) e osservate al microscopio per 
valutare la presenza di goccioline lipidiche nelle cellule trattate con la miscela 
di differenziazione adipogenica rispetto alle cellule non trattate. Inoltre, il 
contenuto di trigliceridi è stato quantificato utilizzando l'Adipored Assay 
(Cambrex BioScience, Walkersville, MD). Brevemente, le cellule rPAD sono 
state differenziate, come descritto sopra, e, al termine dei 10 giorni di 
induzione adipogenica, 5 μl di reagente Adipored sono stati aggiunti a ciascun 
pozzetto. Dopo 10 minuti, la fluorescenza è stata misurata a una lunghezza 
d'onda di eccitazione di 485 nm e di emissione di 572 nm. La capacità di 
accumulo di trigliceridi è stata espressa come variazione percentuale rispetto 
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alla fluorescenza rilevata nelle cellule non trattate. Infine, per testare le 
differenze di sensibilità all'insulina nelle cellule rPADcontrollo, rPADHFD e 
rPADHFD+T, l'Adipored Assay è stato effettuato al termine di 10 giorni di 
induzione adipogenica mantenendo le cellule per 24 ore in DMEM senza siero 
e poi esponendole a concentrazioni crescenti di insulina (0 nM; 7,5 nM; 50 nM; 
100 nM; 500 nM) per 4 ore. 
 
Microscopia a fluorescenza 
Le cellule rPAD, Adipored-colorate, sono state fotografate immediatamente 
utilizzando un microscopio Leica DMI6000 dotato di una fotocamera 
DFC350FX. Le immagini sono state acquisite con il filtro di serie Leica N3 e 
con un obiettivo con collare di protezione Fluotar 20X 0.4NA. Le cellule 
Adipored-positive, identificate come quelle che mostrano chiaramente una 
colorazione delle goccioline lipidiche, sono state contate. utilizzando il 
software ImageJ ed espressi come variazione percentuale rispetto alle cellule 
totali 
 
Microscopia confocale 
Le cellule rPAD DIM-trattate, Adipored-colorate, sono state fotografate 
immediatamente utilizzando un microscopio confocale Leica SP2-AOBS. Le 
immagini sono state raccolte come z-stacks con un obiettivo a immersione in 
acqua 1.2NA 63X, secondo il criterio di Nyquist e avendo cura di ridurre al 
minimo l'aberrazione sferica regolando il collare di correzione dell'obiettivo. 
Le immagini sono state quindi deconvolute con il software Huygens 
Professional (SVI, The Netherlands) utilizzando l’algoritmo Classic Maximum 
Likelihood Estimation (CMLE) e la funzione di diffusione del punto (Point 
Spread Function, PSF). Infine, le immagini deconvolute sono state 
quantitativamente analizzate utilizzando il software Velocity 5 (Perkin Elmer, 
Foster City, CA, USA) per misurare il numero e il volume delle gocce 
lipidiche. 
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Immunolocalizzazione di GLUT4 e SNAP23 
Le rPAD DIM-trattate sono state coltivate per 24 ore in DMEM senza siero e 
poi incubate per 5 ore con insulina (100 nM). Le cellule sono state poi trattate 
per 15 min con il marker di membrana WGA (Wheat Germ Agglutinin) 
coniugato con rodamina (1:250, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) e 
fissate con paraformaldeide al 3,7% (pH 7,4) per 10 minuti. 
L’immunomarcatura è stata effettuata utilizzando un anticorpo anti-GLUT4 
(1:40, Abcam Ltd, Cambridge, UK) o un anticorpo anti-SNAP23 (1:100; Santa 
Cruz Biotechnology), seguiti rispettivamente da un anticorpo secondario anti-
topo di capra Alexa Fluor 488 (A11001, 1:200; Molecular Probes) o da un 
anticorpo secondario anti-capra di topo coniugato con FITC (1:50; Sigma-
Aldrich). La colocalizzazione GLUT4-WGA o SNAP23-WGA è stata acquisita 
con il microscopio confocale Leica SP2-AOBS ed è stata analizzata utilizzando 
il plugin COLOC del software ImageJ. I risultati sono dati dall’algoritmo di 
sovrapposizione di Person. 
 
Saggio di captazione del glucosio  
Le cellule rPAD sono state differenziate, come descritto sopra, e, al termine dei 
10 giorni di induzione adipogenica è stato effettuato il saggio di captazione del 
glucosio marcato secondo un protocollo già pubblicato (Raimondi L et al., 
2004). Brevemente, le cellule sono state lasciate per 24 ore in DMEM senza 
siero e poi esposte a dosi crescenti di insulina (1nM, 5nM, 10nM, 50nM) in 
soluzione di Krebs’ senza glucosio, con l’aggiunta di 2,5 mM Ca2+ e 1mg/ml di 
albumina per 30 minuti. Successivamente è stato aggiunto il 2-deossi-[
3
H]d-
glucosio (10μM) per 5 minuti al termine dei quali le cellule sono state lavate 
con PBS e lisate con NaOH 0,5 N. La misurazione del glucosio radioattivo 
captato è stata effettuata in liquido di scintillazione e utilizzando uno strumento 
β-counter (Perkin Elmer, CA, USA). 
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Estrazione dell’RNA e analisi quantitativa RT-PCR (qRT-PCR)  
L’estrazione dell’RNA dalle cellule rPAD è stata effettuata usando i reagenti 
TRIZOL e seguendo le istruzioni del produttore (Invitrogen S.r.l., Carlsbad, 
CA). Il cDNA è stato ottenuto usando un kit della Bio-Rad (Bio-Rad 
Laboratories), come descritto in precedenza (Morelli A et al. 2012; Morelli A 
et al. 2013b). L’analisi quantitativa dei mRNA di interesse è stata effettuata 
secondo metodo real-time PCR, usando SsoFastTM EvaGreen Supermix (Bio-
Rad Laboratories) per la marcatura fluorescente. La subunità 18S dell’RNA 
ribosomiale è stata scelta come gene di riferimento per normalizzare e 
quantificare in maniera relativa i geni di interesse. I primer per l’amplificazione 
di questi geni sono stati disegnati sulla base delle sequenze specifiche di 
coniglio pubblicate nella GeneBank NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e 
sono stati descritti precedentemente (Filippi S et al., 2009, Morelli A et al., 
2012; Morelli A et al., 2013b, Vignozzi L et al., 2012). L’amplificazione e 
l’analisi dei dati sono state eseguite con il sistema MyiQTM2 Two-Colors 
Real-Time PCR (Bio-Rad Laboratories) secondo il protocollo seguente: 95°C 
per 30 s e 60°C per 1 min per un totale di 40 cicli seguiti dall’analisi della 
curva di dissociazione per verificare la specificità del primer. L’analisi dei 
risultati è stata basata sul metodo di confronto del ciclo soglia (Ct) seguendo le 
istruzioni del produttore (Bio-Rad Laboratories), come descritto in precedenza 
(Morelli A et al., 2012; Morelli A et al., 2013b). 
 
Analisi Statistiche  
I risultati sono espressi in medie ± errore standard della media (SEM) per n 
esperimenti. Le analisi statistiche sono state effettuate con un test di analisi 
della varianza, seguito da un’analisi post hoc Tukey-Kramer in modo tale da 
poter valutare le differenze tra i gruppi ed è stato considerato significativo un 
p<0,05. Per calcolare il valore di concentrazione al quale la risposta è la metà 
della risposta massimale (EC50) e per misurare il valore di risposta massimale 
(Emax) è stato usato il programma per computer ALLFIT (De Lean A et al., 
1978). Le correlazioni sono state effettuate con il metodo Spearman e le analisi 
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statistiche sono state ottenute con il programma Statistical Package for the 
Social Sciences (SPSS; SPSS Inc., Chicago, IL, USA) per Windows 15.0. 
 
Approvazione del comitato etico  
L’utilizzo di animali è stato conforme al Comitato Istituzionale per la Cura e 
l’Uso degli Animali dell’Università di Firenze, in accordo alla legge 
ministeriale italiana N. 116/92. 
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Risultati 
 
Effetti della dieta ricca in lipidi nei conigli 
I conigli maschi nutriti con una dieta ricca in lipidi (HFD) per 12 settimane 
hanno mostrato la presenza di tutte le alterazioni tipiche della sindrome 
metabolica (SM) nell’uomo, quando confrontati con gli animali di controllo, 
nutriti con dieta standard per 12 settimane. Come mostrato in tabella 1, i 
conigli HFD alla 12° settimana hanno mostrato un aumento significativo della 
concentrazione plasmatica di glucosio, colesterolo e trigliceridi in confronto al 
tempo zero. Al contrario, nei conigli di controllo, non è stato individuato alcun 
cambiamento significativo di tali parametri (Tabella 1). I conigli HFD hanno, 
inoltre, mostrato un aumento significativo (p<0,001) della pressione arteriosa 
media (MAP), rispetto agli animali di controllo (Tabella 1). L’omeostasi 
glucidica è stata valutata effettuando un test di tolleranza al glucosio per via 
orale (OGTT). L’OGTT ha dimostrato nei conigli HFD una ridotta tolleranza al 
glucosio con un'area sotto la curva del glucosio plasmatico significativamente 
maggiore (iAUC HFD: 224,8±7,4 g/L/tempo) rispetto ai controlli (iAUC 
controlli: 157±5 g/L/tempo; p<0,001 vs. HFD, Tabella 1). In particolare, i 
conigli HFD presentavano un accumulo significativo (p<0,01 rispetto al 
controllo) di tessuto adiposo viscerale (VAT), nonostante il peso corporeo 
complessivo fosse simile a quello degli animali di controllo (p<0,01 vs 
controllo dopo normalizzazione con il peso corporeo; Fig. 7 e Tabella 1). 
Inoltre, abbiamo osservato che il peso del grasso viscerale correlava 
positivamente con l’espressione nel VAT di geni coinvolti nell’adipogenesi e 
nel metabolismo lipidico (c/EBPα, FABP4, leptina, DGAT2 e lipoproteina 
lipasi (LPL)), nella via di segnalazione del monossido di azoto (NO) (NO 
sintasi endoteliale (eNOS), proteina chinasi G1 (PKG1)), nel trasporto del 
glucosio (GLUT4, ras homolog gene family member A (RhoA), proteina 
chinasi associata a Rho, isoforma 1 (Rock1), Rock, isoforma 2 (Rock2), e 
vimentina (VIM)), nell’infiammazione (MCP1), nella sensibilità agli estrogeni 
(recettore estrogenico (ERα)), nel rimodellamento del citoscheletro (alfa-actina 
del muscolo liscio (αSMA)) (Tabella 2). Per valutare gli effetti delle varie 
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componenti della SM, abbiamo progettato un algoritmo che tiene conto della 
presenza, come una variabile “dummy” (presente o assente), di uno o più dei 
seguenti fattori: iperglicemia, elevati livelli di trigliceridi, alti livelli di 
colesterolo, aumento della pressione sanguigna, e accumulo di grasso viscerale. 
I cut-off per ciascun fattore sono stati ottenuti dalla media + 2 deviazioni 
standard (SD) del parametro analizzato, come misurato nei conigli di controllo. 
La positività per tre o più fattori indica la presenza della SM, in accordo con la 
definizione nell’uomo (Alberti KG et al., 2009). La prevalenza di tre o più 
fattori di SM è stata verificata nel 62,9% dei conigli HFD (p<0,001 vs 
controllo, Tabella 1) e abbiamo osservato che all’aumentare del numero di 
componenti della SM peggiorava l’intolleranza al glucosio (r=0,650; p<0,0001; 
Figura 5A). Nei conigli HFD è stata anche individuata una riduzione 
significativa dei livelli plasmatici di T (T HFD: 1,5±1,6 nmol/l) rispetto ai 
controlli (T controllo: 6,1±4,4 nmol/l; p<0,001 vs. HFD 12° settimana) a cui si 
associava una riduzione significativa delle gonadotropine (LH e FSH, dati non 
mostrati), suggerendo l’instaurarsi di un ipogonadismo ipogonadotropo. Il peso 
delle vescichette seminali e dei testicoli, due tessuti bersaglio degli androgeni, 
si presentava significativamente ridotto negli animali HFD (491,7±142 mg e 
3±0,3 g; rispettivamente) rispetto ai controlli (729,4±207 mg e 3,5±0,3 g; 
rispettivamente; entrambi p<0,001 vs HFD), dimostrando che la carenza di T, 
HFD-indotta, rifletteva non solo una condizione biochimica ma anche una 
condizione biologica di ipogonadismo. Al contrario, i livelli plasmatici di 17β-
estradiolo (E2) sono risultati significativamente aumentati nei conigli HFD 
(307,6±104,1 pmol/l) rispetto ai controlli (168,7±53,6 pmol/l; p<0.001 vs 
HFD), suggerendo la presenza di uno sbilanciamento nel rapporto degli ormoni 
sessuali (Filippi S et al., 2009; Morelli et al., 2012; Morelli A et al., 2013b; 
Vignozzi L et al., 2012). E’ interessante notare che mentre il ΔT (T alla 12° 
settimana – T basale) correlava negativamente con il numero di componenti 
della sindrome metabolica (r=-0,558; p<0,0001; Fig. 5B), il ΔE2 (E2 alla 12° 
settimana – E2 basale) correlava positivamente (r=0,492; p<0,0001; Fig 5C). 
Associazioni significative sono state anche trovate tra ΔT e/o ΔE2 e 
l'espressione di diversi geni nel VAT, come riportato in Fig. 6 e Tabella 3. In 
particolare, ΔT positivamente, e ΔE2 negativamente, correlavano con il 
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trasportatore di glucosio GLUT4 (r=0,430, p<0,0001 e r=-0,257, p<0,05, 
rispettivamente, fig. 6A e B). Al contrario, l’adiponectina, adipochina insulino-
sensibilizzante, è risultata altamente testosterone-sensibile (r=0,464, p<0,0001; 
Figura 6C), mentre il CA9, marcatore standard della presenza di ipossia, 
estrogeno-sensibile (r=0,454, p<0,01; Fig. 6D). L’associazione tra altri geni 
coinvolti nel turnover dei lipidi e ΔT e/o ΔE2 sono riassunti nella Tabella 3. 
L'espressione di BAX, gene apoptosi-correlato, si presentava non solo indotta 
da ΔT (r=0,335, p=0,01; Tabella 3), ma anche strettamente associata con 
l'espressione del recettore androgenico (AR) (r=0,375, p<0,005; Tabella 4). 
Abbiamo, poi, analizzato sempre nel VAT l’associazione tra l'espressione 
genica di AR e quella di numerosi geni coinvolti nel turnover lipidico. Come 
mostrato nella Tabella 4, sono state trovate associazioni significativamente 
positive tra AR e geni che regolano l'adipogenesi (PPARγ, c/EBPα, FABP4, 
PPARα, adiponectina e leptina), la via di segnalazione dell'insulina (GLUT4, 
RhoA, Rock2, STAMP2 e VIM) e la formazione delle goccioline lipidiche 
(VAMP4, SYNT5, e SNAP23). Al contrario, l'espressione di AR è risultata 
negativamente associata con il DKK1, gene coinvolto nel commissionamento 
adipocitario. Al fine di valutare se la HFD potesse avere degli effetti sulla 
morfologia e sull’ossigenazione del grasso viscerale, abbiamo effettuato 
l'analisi morfometrica e l’analisi immunoistochimica di sezioni di VAT 
ottenute dai conigli di controllo e HFD. Come si può osservare in Figura 7, nel 
caso dei conigli HFD il diametro degli adipociti è risultato significativamente 
maggiore rispetto a quello degli adipociti dei conigli di controllo (p<0,01; Fig. 
7F, G e L). Inoltre, il VAT dei conigli HFD si presentava ipossico, come 
dimostrato dal significativo aumento di positività all’hypoxyprobe (p<0,0001 
vs controllo; Fig. 7M, N e Q). L’analisi Western blot ha inoltre mostrato che 
l'espressione della proteina anti-lipolitica perilipina è risultata 
significativamente aumentata nel VAT dei conigli HFD, rispetto ai conigli di 
controllo (p<0,01; Fig. 8A). Per approfondire lo studio degli effetti dell’HFD 
sulla via di segnalazione dell'insulina, abbiamo analizzato la localizzazione 
intracellulare di GLUT4 e il rapporto pAKT/AKT in estratti proteici di VAT. 
La figura 8B mostra che la traslocazione a membrana di GLUT4 è risultata 
significativamente ridotta nell’HFD rispetto al gruppo di controllo (p<0,01). 
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Allo stesso modo, il VAT dell’HFD ha mostrato un ridotto rapporto 
pAKT/AKT rispetto al gruppo di controllo (p=0,03;. Figura 9). Siamo andati 
poi a studiare nel VAT dei conigli controllo e HFD i livelli di espressione 
dell’mRNA del recettore X farnesoide (FXR), specifico recettore nucleare 
degli acidi biliari (AB) e di TGR5, recettore specifico metabotropico degli AB, 
considerati attualmente plausibili target per i disordini dell’omeostasi del 
glucosio e dei lipidi. Nel VAT dei conigli di controllo, la trascrizione del gene 
FXR è risultata aumentata di cinque volte (mRNA FXR/18S: 55,62±9,21) 
rispetto alla trascrizione del gene TGR5 (mRNA TGR5/18S: 11,42±1,32; 
p<0,001). L’espressione di entrambi i geni non è stata alterata dalla HFD 
(mRNA FXR/18S: 60,99±12,76; mRNA TGR5/18S: 9,97±1,92). Nel VAT dei 
conigli controllo e HFD abbiamo, inoltre, osservato che l’espressione 
dell’mRNA di FXR, gene implicato non solo nel controllo dell’omeostasi 
lipidica e glucidica, ma anche nella regolazione della funzione del tessuto 
adiposo, correlava positivamente con l’espressione dell’mRNA di geni 
coinvolti nell’adipogenesi (c/EBPα, PPARγ, FABP4, leptina, adiponectina, 
recettore alfa attivato di proliferazione dei perossisomi (PPARα), e la 
fosfolipasi A2 (PLPA2)), nel trasporto del glucosio (GLUT4, RhoA, Rock1 e 
Rock2) e nell’infiammazione (interleuchina 6 (IL6) e MCP1) (Tabella 5). I 
conigli HFD, alla 12° settimana, hanno inoltre mostrato un aumento 
significativo della concentrazione plasmatica di aspartato aminotransferasi 
(AST), di alanina aminotransferasi (ALT) e del peso del fegato (AST: 79,7±6,9 
U/l; ALT: 46,1±3,1U/l; peso fegato: 4,24±0,1 g (% sul peso corporeo totale)) 
rispetto al controllo (AST: 35,9±3 U/l; ALT: 28,5±1,9 U/l; peso fegato: 
2,9±0,1 g (% sul peso corporeo totale); tutti con una significatività con 
p<0,001), suggerendo la presenza di steatosi epatica. Studi di 
immunoistochimica, utilizzando la colorazione Oil Red O, hanno confermato la 
presenza di infiltrazione lipidica a livello epatico, omogenea e abbondante, nei 
conigli HFD rispetto ai conigli di controllo (p<0,0001; Fig. 10A, B e D). 
Coerentemente, l'espressione del gene PPARγ, un marcatore specifico di 
steatosi, è risultata significativamente aumentata nei conigli HFD rispetto al 
gruppo di controllo (p<0,001; Fig. 10E). Risultati simili sono stati ottenuti per 
l'espressione del gene adiponectina (p<0,01 vs controllo; dati non mostrati). I 
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fegati isolati dai conigli HFD hanno mostrato anche un’intensa 
immunopositività intraepatocitaria per l’anticorpo anti-TNFα, un marcatore di 
infiammazione (p<0,01 vs controllo; Fig. 10F, G e I). Come atteso, anche 
l'espressione dei geni infiammatori, TNFα (p<0,001; Fig. 10L), IL6 (dati non 
mostrati; p<0,05), e IL10 (dati non mostrati; p<0,001), è risultata 
significativamente aumentata nel fegato dei conigli HFD rispetto ai conigli di 
controllo. Siamo quindi andati a studiare a livello epatico l’espressione di FXR 
e di TGR5, plausibili target per i disordini dell’omeostasi glucidica e lipidica. 
Nel fegato dei conigli di controllo TGR5 è risultato essere meno espresso di 
circa 2 unità logaritmiche rispetto a FXR (29,51±6,6 e 6177,92±851,16 
rispettivamente), la cui espressione veniva indotta significativamente dalla 
HFD (Tabella 6a). Uno dei più importanti ruoli fisiologici svolto da FXR è 
quello di proteggere gli epatociti dagli effetti deleteri del sovraccarico di AB, 
diminuendone la produzione endogena attraverso l’aumento dell’espressione 
del recettore nucleare small heterodimer partner (SHP) e la conseguente 
riduzione dell'espressione della colesterolo-7-idrossilasi (Cyp7a1), l'enzima 
limitante (rate-limiting) nella via biosintetica. In accordo con un’alterazione 
funzionale a livello epatico, l’espressione di questo enzima era 
significativamente aumentata nel fegato dei conigli HFD rispetto ai conigli di 
controllo (p<0,01; Tabella 6a). Inoltre, come mostrato in tabella 6b, 
l’espressione epatica di FXR correlava positivamente con quella di geni 
coinvolti nella steatosi (PPARγ, adiponectina), nel metabolismo epatico 
(PPARα, PLPA2), nell’infiammazione (TNFα, IL6, MCP1, COX2, IL8, IL10, 
CD4, CD8, CD68) e nella fibrosi (αSMA, RhoA, Rock1, Rock2, TGFβ, 
COL1A1, COL3A1, TIMP1, TIMP2, MMP2, MMP9).  
 
Effetti della dieta ricca in lipidi nelle rPAD isolate dal grasso viscerale 
Per valutare la presenza di eventuali alterazioni della funzione del tessuto 
adiposo nel modello sperimentale di SM, abbiamo studiato la capacità 
differenziativa dei preadipociti (rPAD, rabbit preadipocytes) isolati dal VAT 
dei conigli HFD e di quelli di controllo. Le cellule rPAD ottenute sono state 
caratterizzate al passaggio P1 mediante citofluorimetria a flusso e sono risultate 
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positive per i marcartori tipici delle cellule staminali mesenchimali (CD105, 
CD90 e CD106) senza rilevare differenze significative nella percentuale di 
cellule positive per i singoli marcatori tra le rPADcontrollo e le rPADHFD (Tabella 
7a). Inoltre, le rPAD sono risultate negative al marker endoteliale CD31, ai 
marker ematopoietici CD34 e CD45 e al marker monocitico CD14, escludendo 
così una possibile contaminazione da parte di queste linee differenziative (dati 
non mostrati). L’analisi di espressione genica, mediante qRT-PCR, ha 
dimostrato, inoltre, che il CD90 era il gene più abbondantemente espresso dalle 
rPAD, seguito da due marcatori di specifico commissionamento adipocitario, 
DKK1 e FABP4, senza differenze significative tra i gruppi (Tabella 7b). Per 
determinare se la HFD potesse avere degli effetti sulla capacità di 
differenziazione adipogenica delle rPAD è stato analizzato l'accumulo dei 
trigliceridi intracellulari, mediante la colorazione Oil Red O (metodo 
qualitativo), in seguito al trattamento con DIM per 10 giorni. Tutte le rPAD 
DIM-indotte hanno mostrato un aumento del contenuto di trigliceridi 
(goccioline lipidiche) nel citoplasma (Fig.11A). Abbiamo, inoltre, effettuato 
una valutazione quantitativa del contenuto di trigliceridi utilizzando l'Adipored 
Assay e abbiamo osservato che l’esposizione al mezzo differenziante induceva 
un aumento significativo del contenuto di lipidi nelle rPADcontrollo (p<0,0001) e 
nelle rPADHFD (p<0,05; Fig. 11B). Tuttavia, la percentuale di tale incremento 
rispetto al basale è risultata significativamente minore nelle cellule rPADHFD 
(66%), rispetto a quella osservata nelle cellule rPADcontrollo (534%; p<0,01; Fig. 
11B). Mediante microscopia a fluorescenza siamo, poi, andati a studiare la 
percentuale di rPAD che andavano incontro al processo differenziativo. Come 
mostrato in Fig. 11, la percentuale di cellule Adipored-positive, trattate con o 
senza DIM, si presentava significativamente più bassa nel rPADHFD rispetto 
alle rPADcontrollo (entrambe p<0,01; Fig 11C e D) Per valutare l’induzione 
adipogenica in termini di espressione di geni coinvolti nell'adipogenesi 
abbiamo analizzato, mediante qRT-PCR, i livelli di mRNA di DKK1, C/EBPα, 
PPARγ, FABP4, adiponectina, leptina, CCND1 e CCND3. Come riportato in 
tabella 8, nelle rPADcontrollo, abbiamo osservato una significativa induzione di 
tutti i geni studiati, in seguito al trattamento con DIM per 10 giorni, rispetto 
all’espressione basale (tempo 0) (p<0,01). Nelle rPADHFD, il trattamento con 
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DIM ha determinato un aumento significativo dei livelli di espressione solo del 
gene FABP4 rispetto alle cellule non trattate, anche se in misura minore 
rispetto alle rPADcontrollo. Non abbiamo osservato cambiamenti per quanto 
riguarda l’espressione degli altri geni studiati, che è risultata significativamente 
ridotta rispetto a quella osservata nelle rPADcontrollo (p<0,01 tabella 8). Allo 
stesso modo, l’espressione dell’mRNA della ciclina D3 (CCND3), che è stata 
descritta essere predominante durante il differenziamento adipogenico (Hishida 
T et al., 2008), è risultata significativamente indotta nelle rPADcontrollo DIM-
trattate (p<0,05), ma non nelle rPADHFD (Tabella 8). Al contrario, l’espressione 
dell’mRNA della ciclina D1 (CCND1), che di solito è elevata durante il 
periodo di espansione mitotica che precede la differenziazione adipogenica 
(Hishida T et al., 2008) e si riduce nella fase post-mitotica differenziativa, è 
risultata significativamente aumentata in seguito a DIM nelle rPADHFD e non 
nelle rPADcontrollo (p<0,05; Tabella 8). La ridotta capacità delle cellule 
rPADHFD di accumulare trigliceridi in seguito al trattamento con DIM è stata 
ulteriormente approfondita analizzando tale capacità, mediante Adipored 
Assay, in risposta a dosi crescenti di insulina (1, 7,5, 50, 100 e 500 nM) per 4 
ore. Come mostrato in fig. 12A, la percentuale di accumulo dei trigliceridi in 
risposta all'insulina è risultata aumentata in maniera dose-dipendente, con la 
stessa EC50, in entrambe le rPAD (EC50 condivisa=99±84 nM). Tuttavia, 
l'effetto massimo (Emax) dell’insulina si presentava significativamente ridotto 
nelle rPADHFD rispetto alle rPADcontrollo (Emax=111,8±4,5 vs Emax=140±11; 
p<0,01). Il saggio radiometrico di captazione del glucosio marcato in risposta a 
dosi crescenti di insulina (1, 5, 10 e 50 nM) ha confermato la ridotta risposta 
all’insulina nelle rPADHFD, che hanno mostrato un Emax significativamente 
ridotto (128±4%) rispetto alle PADcontrollo (273±3%, p<0,001; Fig. 12B). 
Mediante microscopia confocale, abbiamo analizzato le goccioline lipidiche 
all'interno della singola cellula. Come mostrato in Fig. 13, nelle rPADHFD 
DIM-trattate il numero medio delle goccioline lipidiche era ridotto (Fig. 13B e 
E; p<0,05), mentre il volume medio era aumentato (Fig. 13B e F; p<0,0001), in 
confronto alle goccioline delle rPADcontrollo DIM-trattate (Fig. 13A, E, F). 
Utilizzando la qRT-PCR, abbiamo osservato un’espressione significativamente 
maggiore dei geni convolti nella formazione delle goccioline lipidiche e 
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appartenenti al complesso SNARE (proteina sinaptosomale associata 23 
(SNAP23) e sintaxina 5 (SYNT5)) nelle rPAD isolate dai conigli HFD, sia in 
quelle non trattate che in quelle DIM-indotte, rispetto alle rPAD isolate da 
conigli di controllo (Tab. 9). Una significativa associazione positiva è stata 
trovata tra il volume della gocciolina lipidica e l’espressione di SNAP23 
(r=0,928; p=0,008;. Fig 14A) e SYNT5 (r=0,829; p=0,04;. Fig 14B). Infine, 
per studiare nelle rPAD DIM-trattate la traslocazione di GLUT-4 dai siti 
intracellulari (vescicole) alla membrana cellulare, abbiamo analizzato, la 
localizzazione a membrana di GLUT4 e SNAP23 dopo stimolazione con 
insulina (100 nM, 5 min; Fig. 15). Utilizzando la microscopia confocale e il 
WGA, come marcatore di membrana, abbiamo osservato che nelle rPADHFD 
l’insulina era meno efficace nello stimolare la traslocazione a membrana di 
GLUT4 e SNAP23 (8±0,3 e 19,3±0,9% rispettivamente) rispetto alle 
rPADcontrollo (26,4±5,7 e 24,2±0,9% rispettivamente, entrambe p<0,01; Fig. 15). 
 
Effetti del trattamento in vivo con testosterone sulle caratteristiche della 
sindrome metabolica HFD-indotte 
Al fine di indagare il ruolo del deficit androgenico nella disfunzione del VAT 
indotto dalla SM abbiamo trattato un sottogruppo di animali HFD con T (30 
mg/Kg/settimana) per l’intero periodo sperimentale di 12 settimane, seguendo 
un protocollo descritto in precedenza (Filippi S et al., 2009). Tale trattamento 
ha mantenuto alti i livelli plasmatici di T (17,6±12,5 nmol/l; p<0,001 vs 
controllo alla 12° settimana; p<0,001 vs HFD alla 12° settimana) e bassi quelli 
estrogenici, (161,9±46,1 pmol/l; p<0,001 vs HFD), prevenendo anche l’atrofia, 
HFD-indotta, delle vescichette seminali (1551,5±438 mg; p<0,001 vs controllo 
alla 12° settimana; p<0,001 vs HFD alla 12° settimana)). Come previsto nei 
conigli trattati con T i livelli di LH e FSH sono rimasti soppressi (dati non 
mostrati), mentre il peso dei testicoli si è ridotto ulteriormente (1,7±0,3g; 
p<0,001 vs controllo alla 12° settimana; p<0,001 vs HFD alla 12° settimana). 
Per quanto riguarda gli effetti sui parametri della SM, abbiamo riscontrato che 
mentre la dislipidemia, indotta da HFD, non veniva modificata dal trattamento 
con T, la MAP era significativamente inferiore rispetto a quella dei conigli 
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HFD (p<0,001 vs HFD; Tab. 1), malgrado risultasse più elevata di quella degli 
animali di controllo (p<0,001 vs controlli; Tab. 1). Il trattamento sostitutivo 
con T ha completamente normalizzato la tolleranza al glucosio (p<0,01 vs 
HFD), i livelli di glucosio a digiuno (p<0,01 vs HFD) e ha ridotto 
drasticamente l’accumulo di tessuto adiposo viscerale (p<0,0001 vs HFD; 
p<0,001 vs. HFD dopo normalizzazione con il peso corporeo; Tab. 1 e Fig. 7). 
In realtà, il grasso viscerale non è stato quasi rilevabile in questo gruppo di 
conigli (Fig. 7C). In generale, il trattamento con T è stato capace di ridurre 
significativamente la prevalenza della SM (da 62,9% nell’HFD a 18,2% 
nell’HFD+T, p<0,01). In aggiunta, i conigli trattati con T hanno mostrato una 
normalizzazione di tutte quelle caratteristiche morfo-funzionali del VAT che 
erano risultate alterate dalla HFD. Infatti, sia l’ipertrofia che l’ipossia degli 
adipociti, HFD-indotte, sono state ridotte in maniera significativa dal 
trattamento con T (entrambe p<0,0001 vs. HFD; Fig. 7 H, L, O e Q). 
Analogamente, l'espressione della proteina anti-lipolitica perilipina, 
significativamente aumentata nel VAT dei conigli HFD, è risultata 
significativamente ridotta in quello dei conigli trattati con T (p<0,01; Fig. 8A), 
dove abbiamo anche osservato un’aumentata espressione dell’mRNA di 
STAMP2, gene indotto dagli androgeni e necessario per la via di segnalazione 
dell’insulina (p<0,02, vs. controllo e HFD; Fig 16). In accordo, il trattamento 
con T ha normalizzato sia la ridotta traslocazione a membrana di GLUT4 (Fig. 
8B) che il rapporto pAKT/AKT (Fig. 9; p<0,05) HFD-indotte, entrambi 
fondamentali per la sensibilità all'insulina. 
 
Effetti del trattamento in vivo con testosterone nelle rPAD isolate dal grasso 
viscerale 
Per studiare gli effetti del trattamento in vivo con T sulla capacità adipogenica 
dei precursori cellulari del VAT, abbiamo isolato le rPAD dal gruppo HFD+T. 
Analogamente alle rPAD isolate dai precedenti gruppi descritti, le rPADHFD+T 
analizzate, al passaggio 1, mediante citofluorimetria a flusso, sono risultate 
positive per i marcatori tipici delle cellule staminali mesenchimali (CD105, 
CD90 e CD106; Tab. 7a), senza rilevare differenze significative 
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nell'espressione di questi marcatori con gli altri gruppi e, anch’esse, negative al 
marker endoteliale CD31 e a quelli ematopoietici (CD34, CD45, CD14; dati 
non mostrati). Inoltre, presentavano un’abbondante espressione del gene CD90, 
seguito dai due marcatori di commissionamento adipocitario DKK1 e FABP4, 
senza rilevare differenze significative con gli altri gruppi (Tabella 7b). 
Mediante la colorazione Oil Red O e l’Adipored assay abbiamo osservato che 
il trattamento in vivo con T è stato in grado di indurre un aumento significativo 
(p<0,0001) dell’accumulo di goccioline lipidiche in risposta a DIM (dal 66% 
dell’HFD al 262%, Fig. 11A e B), ripristinando quindi la scarsa capacità 
adipogenica riscontrata nelle rPADHFD. Infatti, nelle rPADHFD+T DIM-indotte la 
positività all’Adipored, valutata sia come quantità totale che come percentuale 
di cellulle positive, è risultata significativamente aumentata rispetto alle 
rPADHFD (entrambe p<0,01, Fig. 11B e D). Inoltre, nelle rPADHFD+T abbiamo 
osservato che il trattamento con DIM determinava un aumento statisticamente 
significativo dell’espressione di tutti i geni adipocita-specifici analizzati 
(DKK1, c/EBPα, PPARγ, FABP4, adiponectina; p<0,01 rispetto al relativo 
tempo 0), con la sola eccezione della leptina (Tab. 8). Analogamente alle 
rPADcontrollo, l’espressione delle cicline CCND3 e CCND1 è risultata, 
rispettivamente, indotta (p<0,01 rispetto al relativo tempo 0) e non indotta nelle 
rPADHFD+T (Tab. 8), suggerendo il corretto iter differenziativo della 
componente preadipocitaria. Inoltre, il trattamento in vivo con T è stato anche 
in grado di migliorare nelle rPADHFD+T l’insulino resistenza, HFD-indotta. 
Infatti, l’Adipored Assay ha mostrato che, nelle rPADHFD+T, la percentuale di 
accumulo dei trigliceridi in risposta all’insulina aumentava in maniera dose-
dipendente, presentando la stessa EC50 delle altre rPAD (EC50=99±84 nM; Fig. 
12A). L’Emax nelle rPADHFD+T è risultata la stessa di quella osservata nelle 
rPADcontrollo e quindi significativamente maggiore rispetto a quella delle 
rPADHFD (Emax rPADHFD= 111,8±4,5; Emax rPADcontrollo= Emax 
rPADHFD+T=140±11; p<0,01). Analogamente, la valutazione della capacità di 
uptake del glucosio ha dimostrato che le rPADHFD+T presentavano la stessa 
Emax delle rPADcontrollo (273±3%, p<0,001 vs. Emax rPADHFD; Fig. 12B). 
L’analisi delle goccioline lipidiche nelle rPADHFD+T, mediante microscopia 
confocale, ha mostrato che il trattamento con T ne normalizzava anche 
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l’alterata formazione, HFD-indotta, con risultati paragonabili a quelli osservati 
nelle rPADcontrollo (aumento del numero e riduzione delle dimensioni delle 
goccioline lipidiche; p<0,001 e p<0,0001 vs HFD, rispettivamente; Fig. 13 C, 
E, F). Infine, nelle rPADHFD+T l’analisi di traslocazione a membrana, insulino-
stimolata, di GLUT4 e di SNAP23 è risultata comparabile alle rPADcontrollo 
(29,2±0,8 e 27,1±0,9% rispettivamente; Fig. 15), confermando ulteriormente 
che il trattamento in vivo con T aveva mantenuto una normale sensibilità 
all’insulina a livello della componente preadipocitaria del VAT.  
 
Effetti del trattamento in vivo con OCA sulle caratteristiche della sindrome 
metabolica HFD-indotte 
Un altro sottogruppo di conigli HFD è stato trattato cronicamente con OCA, un 
agonista sintetico del recettore FXR implicato non solo nel controllo 
dell’omeostasi lipidica e glucidica, ma anche nella regolazione della funzione 
del tessuto adiposo (Rizzo G et al., 2006; Cariou B et al., 2006), al fine di 
indagare se questo trattamento fosse in grado di migliorare le alterazioni 
metaboliche indotte dalla SM. Abbiamo osservato che il trattamento con OCA 
è stato in grado di normalizzare alcune alterazioni tipiche della SM (Tab. 1 e 
Fig. 7): l’adiposità viscerale (anche dopo normalizzazione con il peso 
corporeo; p<0,001 vs HFD), i livelli di glucosio a digiuno (p<0,01 vs HFD) e 
la tolleranza al glucosio (iAUC HFD+OCA=181,6±9,6 g/L/tempo; p<0,01 vs 
HFD). L’ipertensione e la dislipidemia indotte da HFD sono state ridotte dal 
trattamento con OCA, ma non in maniera significativa (Tab. 1). Nessun 
cambiamento migliorativo è stato osservato per quanto riguarda la condizione 
di ipogonadismo ipogonadotropo indotto dalla HFD (dati non mostrati). In 
generale, il trattamento con OCA è stato in grado di ridurre significativamente 
la prevalenza di sindrome metabolica (dal 62,9% nell’HFD all’8,3% 
nell’HFD+OCA; p<0,01 vs. HFD; Tab. 1). Al fine di indagare se l'effetto 
benefico di OCA sull’insulino-resistenza, HFD-indotta, fosse mediato 
dall'attivazione specifica di FXR, un altro sottogruppo di conigli HFD è stato 
trattato cronicamente con INT-777, l’agonista specifico di TGR5. Al contrario 
di OCA, il trattamento con INT-777, non ha esercitato alcun effetto 
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significativo né sulla prevalenza della sindrome metabolica (p=0,09 vs HFD; 
Tab. 1) né sulla glicemia o sull’intolleranza al glucosio inducendo solo una 
significativa riduzione della quantità di VAT (anche dopo la normalizzazione 
con il peso corporeo (p<0,001 vs HFD). Il trattamento con OCA ha 
determinato nel VAT un aumento dell’espressione di FXR (mRNA FXR/18S 
HFD+OCA: 97,28±6,3; p<0,001 vs controllo; p<0,01 vs HFD). Al contrario, il 
trattamento con INT-777 è stato in grado di aumentare significativamente 
l’espressione di TGR5 (mRNA TGR5/18S HFD+INT-777: 17,25±0,87; p<0,01 
vs controllo; p<0,05 vs HFD), ma non quella di FXR (dati non mostrati). 
Poiché non sono stati osservati cambiamenti significativi per quanto riguarda 
l’iperglicemia e l’intolleranza al glucosio indotta da HFD nei conigli HFD 
trattati con INT-777, ulteriori studi non sono stati effettuati su questo gruppo 
sperimentale. L'analisi morfometrica e l’analisi immunoistochimica di sezioni 
di tessuto adiposo viscerale hanno mostrato che il trattamento con OCA 
riduceva sia l’ipertrofia che l’ipossia degli adipociti non soltanto rispetto alla 
HFD (entrambi p<0,0001, Fig. 7 I, L, P e Q) ma anche rispetto al controllo 
(p<0,01; Fig. 7 I, L, P e Q), prevenendo anche l’aumentata espressione, HFD-
indotta, della proteina anti-lipolitica perilipina (p<0,0001 vs. controllo e HFD; 
Fig. 8A) e la ridotta traslocazione a membrana di GLUT4, HFD-indotta, indice 
di insulino-resistenza (p<0,05; Fig 8B). Utilizzando la qRT-PCR, nel VAT dei 
conigli HFD trattati con OCA abbiamo osservato una significativa riduzione 
dell'espressione di geni VAT-specifici (Tab.10) e, come atteso, un’induzione 
del gene SHP regolato dall’attivazione di FXR (Tab.10). Per quanto riguarda il 
metabolismo epatico, il trattamento con OCA non è stato in grado di 
normalizzare l’aumento significativo, HFD-indotto, della concentrazione 
plasmatica di AST, ALT e del peso del fegato (dati non mostrati). Tuttavia, il 
fegato dei conigli trattati con OCA ha mostrato un’aumentata espressione di 
FXR (p<0,01 vs controllo; tab.6A) e SHP (p<0,0001 vs controllo e p<0,01 vs 
HFD; tab. 6A) e una significativa riduzione dell'espressione del gene CYP7A1 
(p<0,05 vs controllo e p<0,0001 vs HFD; tab.6A), come previsto dopo 
l'attivazione di FXR. L’analisi istologica di sezioni di tessuto epatico, effettuata 
con colorazione Oil Red O, ha mostrato che il trattamento con OCA 
contrastava nettamente l’accumulo di lipidi indotto dall’HFD, che è rimasto 
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limitato principalmente alla regione perilobulare occupata dal sistema portale 
(p<0,0001 vs HFD; Fig. 10C e D). In accordo, l'espressione del marcatore 
specifico di steatosi, PPARγ, era normalizzato dal trattamento con OCA 
(p<0,01 vs HFD; Fig. 10E). Risultati simili sono stati ottenuti per l'espressione 
del gene adiponectina (p<0,01 vs controllo e p<0,01 vs HFD; dati non 
mostrati). Inoltre, l’intensa immunopositività intraepatocitaria per l’anticorpo 
anti-TNFα presente nelle sezioni di fegato dei conigli HFD è stata 
notevolmente attenuata dal trattamento con OCA (p<0,01 vs HFD; Fig. 10H e 
I), che ha anche normalizzato l'espressione dei geni infiammatori, TNFα 
(p<0,05 vs HFD; Fig. 10L) e IL6 (dati non mostrati; p<0,05 vs. HFD) e ha 
determinato il significativo aumento dell’espressione di IL10 (dati non 
mostrati; p<0,05 vs HFD). 
 
Effetti del trattamento in vivo con OCA nelle rPAD isolate dal grasso 
viscerale 
Per studiare gli effetti del trattamento in vivo con OCA sulla capacità 
adipogenica dei precursori cellulari del VAT, abbiamo isolato le rPAD dal 
gruppo HFD+OCA. Analogamente alle rPAD isolate dai precedenti gruppi 
descritti, le rPADHFD+OCA, analizzate, al passaggio 1, mediante citofluorimetria 
a flusso, sono risultate positive per i marcartori tipici delle cellule staminali 
mesenchimali (CD105, CD90 e CD106, Tab. 7a), senza rilevare differenze 
significative nell'espressione di questi marcatori con gli altri gruppi e, 
anch’esse, negative al marker endoteliale CD31 e a quelli ematopoietici 
(CD34, CD45, CD14; dati non mostrati), Inoltre, presentavano un’abbondante 
espressione del gene CD90, seguito dal marcatore di commissionamento 
adipocitario, DKK1, senza rilevare differenze significative con gli altri gruppi 
(Tabella 7b). È interessante notare che le rPADHFD+OCA, in condizioni basali, 
ovvero senza induzione adipogenica in vitro, hanno mostrato un significativo 
aumento dell'espressione di geni adipocita-specifici, come ad esempio FABP4 
(p<0,001; Tab. 7b), c/EBPα (p<0,01; dati non mostrati), e PPARγ (p<0,01; dati 
non mostrati), rispetto alle rPAD isolate dagli altri gruppi sperimentali. Questa 
differenziazione adipogenica spontanea osservata nelle rPADHFD+OCA è stata 
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ulteriormente studiata mantenendo in coltura le cellule per 10 giorni (Fig. 11). 
Mediante la valutazione qualitativa (colorazione Oil Red O, Fig.11A) e quella 
quantitativa (Adipored assay, Fig.11B) abbiamo osservato un aumento del 
contenuto di trigliceridi (goccioline lipidiche) nel citoplasma delle 
rPADHFD+OCA (p<0,01) rispetto alle rPAD isolate dai gruppi controllo e HFD. 
Inoltre, la ridotta percentuale, HFD-indotta, di cellule AdipoRed-positive è 
stata completamente normalizzata dal trattamento in vivo con OCA (p<0,01 vs. 
HFD; Fig. 11C), significativamente superiore anche alla percentuale osservata 
nel gruppo di controllo (p<0,01 vs controllo; Fig. 11C). Analoghi risultati sono 
stati ottenuti esponendo le rPADHFD+OCA al trattamento in vitro con DIM per 10 
giorni (Fig. 11). Inoltre, il trattamento in vivo con OCA è stato in grado di 
normalizzare l’espressione, DIM-indotta, dei geni specifici degli adipociti 
(DKK1, c/EBPα, PPARγ, FABP4 e adiponectina), con l’eccezione della leptina 
(p<0,01 vs rispetto al relativo tempo 0; Tab.8). Analogamente alle rPADcontrollo, 
l’espressione della ciclina D3 e della ciclina D1, sono risultate rispettivamente 
indotta e non indotta nelle rPADHFD+OCA (p<0,01 vs rispetto al relativo tempo 
0; Tab.8), suggerendo il corretto differenziamento della componente 
preadipocitaria. L'effetto del trattamento in vivo con OCA sulla sensibilità 
all'insulina è stata valutata misurando l'assorbimento di 2-deossi-[3H]d-
glucosio nelle rPAD DIM-indotte, dopo l'esposizione a concentrazioni 
crescenti di insulina (Fig. 17). Abbiamo osservato una normalizzazione della 
sensibilità insulinica (EC50 condivisa rPADcontrollo e rPADHFD+OCA =2,96±0,51 
nM; EC50 rPADHFD =13,5±6,09 nM). Inoltre, le rPADHFD+OCA hanno mostrato 
un Emax significativamente aumentato rispetto alle rPADHFD (Emax 
rPADHFD+OCA =205±3%, p<0,004), anche se inferiore a quella osservato nei 
conigli di controllo (p<0,006; Fig. 17). Mediante microscopia confocale 
abbiamo osservato che le rPADHFD+OCA, DIM-indotte) erano caratterizzate da 
un aumento del numero (p<0,0001 vs HFD; Fig. 13 D ed E) e una riduzione 
delle dimensioni (p<0,0001 vs HFD; Fig. 13 D ed F) delle goccioline lipidiche, 
normalizzando l’alterata formazione delle goccioline lipidiche indotta dalla 
HFD. In accordo, il trattamento in vivo con OCA è stato anche in grado di 
normalizzare nelle rPAD, trattate con o senza DIM, l’aumento di espressione, 
HFD-indotta, dei geni del complesso SNARE, convolti nella formazione della 
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gocciolina lipidica, SNAP23 e SYNT5 (Tab. 9). L'espressione genica di 
SNAP23 e SYNT5, sia nelle rPAD non trattate che in quelle DIM-indotte 
isolate da tutti i gruppi, espressa in funzione del volume della gocciolina 
lipidica, è mostrata in fig. 14 A e B. Una significativa relazione positiva è stata 
trovata tra il volume della gocciolina lipidica e l’espressione di SNAP23 
(r=0,928; p=0,008;. Fig 14A) e SYNT5 (r=0,829; p=0,04;. Fig 14B). Le 
rPADHFD+OCA hanno mostrato risultati paragonabili a quelli delle rPAD del 
gruppo di controllo. 
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Discussione 
 
Oltre alla regolazione del bilancio energetico dell'organismo, i fattori secreti 
dal tessuto adiposo bianco svolgono un ruolo chiave nella modulazione dei 
processi metabolici, della sensibilità insulinica e delle risposte immunologiche. 
La SM è considerata come una conseguenza di un malfunzionamento del 
tessuto adiposo accumulato in eccesso, essenzialmente a livello viscerale 
(Després JP, Lemieux I, 2006). L’aumento di dimensione degli adipociti 
(ipertrofia) e l’infiltrazione macrofagica del tessuto adiposo sembrano essere la 
causa principale di tale malfunzionamento, ma i meccanismi patogenetici che 
ne stanno alla base non sono stati ancora completamente identificati. Nel nostro 
studio abbiamo voluto indagare le alterazioni del tessuto adiposo viscerale 
(VAT) in un modello sperimentale di SM ottenuto in seguito a trattamento di 
conigli maschi adulti con una dieta ricca in lipidi (HFD) per 12 settimane. I 
conigli HFD hanno sviluppato non solo tutte le alterazioni tipiche della SM 
(iperglicemia, ridotta tolleranza ai glicidi, ipertensione, dislipidemia, accumulo 
di grasso viscerale), ma anche patologie ad essa strettamente associate come 
l’ipogonadismo ipogonadotropo e la steatosi epatica. I risultati da noi ottenuti 
dimostrano che i conigli HFD sono caratterizzati da un accumulo di VAT 
disfunzionante, che presenta alterazioni morfostrutturali e la cui componente 
pre-adipocitaria mostra una ridotta capacità differenziativa in vitro. Inoltre, 
questo studio identifica un ruolo cruciale degli androgeni nel contrastare gli 
effetti deleteri HFD-indotti sia sul metabolismo che, in particolare, sulla 
funzione del tessuto adiposo. Infatti, il trattamento con T nei conigli HFD si 
associa non solo ad un miglioramento di alcune componenti della SM 
(iperglicemia, intolleranza al glucosio, ipertensione, accumulo di grasso 
viscerale), ma anche ad effetti positivi sulla funzione del VAT, ripristinando il 
corretto commissionamento dei preadipociti viscerali, attraverso un chiaro 
effetto positivo sulla loro insulino-sensibilità. Anche se diversi studi precedenti 
hanno esplorato l'effetto del trattamento in vitro con T sulla differenziazione 
dei preadipociti (Singh R et al., 2003; Gupta V et al., 2008), questo è il primo 
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studio su un trattamento in vivo, prolungato (3 mesi), con T che mostra effetti 
persistenti su colture di VAT ex vivo.  
Gli animali con SM HFD-indotta sono caratterizzati da uno squilibrio dei 
livelli plasmatici degli steroidi sessuali (concomitante diminuzione di T e 
aumento di E2) (Filippi S et al., 2009), analogamente a quanto dimostrato 
nell’uomo (Corona G et al., 2011a; Corona G et al., 2011b), confermando che 
il nostro modello animale assomiglia molto da vicino al modello umano di SM. 
Nel nostro studio abbiamo osservato che, mentre la diminuzione degli 
androgeni (ΔT) correlava negativamente con il numero di componenti della 
sindrome metabolica, l’aumento degli estrogeni (ΔE2) correlava positivamente. 
Inoltre, abbiamo osservato che mentre il ΔT correlava positivamente con 
l'espressione nel VAT di diversi geni coinvolti nel turnover dei lipidi, come i 
geni lipogenici (PPARγ, DGAT2, SREBP2, e STAR), quelli specifici del 
tessuto adiposo (leptina e adiponectina) e quelli lipolitici (LPL, PPARα, e 
HSL), il ΔE2 correlava negativamente, sottolineando il ruolo deleterio svolto 
dallo sbilanciamento nel rapporto degli ormoni sessuali MS-indotto sulla 
funzione del tessuto adiposo e sul metabolismo. Inoltre abbiamo visto che, il 
trattamento con T nei conigli HFD migliorava l’insulino-sensibilità (riduzione 
della glicemia, miglioramento della tolleranza al glucosio e riduzione del 
VAT). In accordo a questi dati, ΔT era anche positivamente associato con 
l'espressione nel VAT di GLUT4 e adiponectina - due marcatori di insulino-
sensibilità - mentre ΔE2 era negativamente associato con l'espressione di 
GLUT4. Il ΔE2 era anche positivamente associato con un altro aspetto negativo 
HFD-indotto: l'espressione nel VAT del marcatore di ipossia, CA9. L'ipossia 
del tessuto adiposo rappresenta un meccanismo chiave nel determinare la 
disfunzione del tessuto adiposo (O’Rourke RW et al., 2011; Blüher M, 2013) e 
l’insulino-resistenza (Trayhurn P et al., 2008). Nei topi obesi, l’ipossia non è 
sistemica ma è localizzata, e questo è causato dalla ipoperfusione dovuta alla 
rapida espansione della massa grassa (Hosogai N et al., 2007; Ye J et al., 
2007). In accordo, i nostri risultati, ottenuti dall'analisi morfostrutturale del 
VAT, mostrano chiaramente che nei conigli con SM, il tessuto espanso è 
ipertrofico, caratterizzato non solo da una ridotta ossigenazione, ma anche da 
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un aumento delle dimensioni delle cellule adipose. Infatti, non solo l’accumulo 
di tessuto adiposo è un fattore di rischio metabolico, ma anche la dimensione 
degli adipociti è importante, essendo positivamente associata con l’insulino-
resistenza (Jacobsson B, Smith U, 1972; Salans LB et al., 1974). Osservazioni 
relative alla normalizzazione dell’insulino-resistenza in seguito alla perdita di 
peso, associata con una riduzione delle dimensioni delle cellule adipose, 
confermano ulteriormente questo concetto (Salans LB et al., 1968). Inoltre, 
diversi studi dei primi anni ‘70 hanno dimostrato che gli adipociti grandi 
ipertrofici presentano, rispetto agli adipociti di minori dimensioni, una minore 
traslocazione a membrana di GLUT4 e quindi una ridotta capacità di captare il 
glucosio in seguito alla stimolazione con insulina (Salans LB, Dougherty JW, 
1971; Smith U, 1971; Jacobsson B, Smith U, 1972; Olefsky JM, 1976). 
Coerentemente con questi risultati, il VAT dei conigli HFD ha mostrato una 
ridotta espressione a membrana di GLUT4 (Huang S, Czech MP 2007) e una 
ridotta attivazione della via di segnalazione di AKT, insieme ad una aumentata 
espressione di perilipina 1, la principale proteina anti-lipolitica presente sulla 
membrana delle goccioline lipidiche intracellulari (Brasaemle DL, 2007). 
L’aumento di perilipina 1 negli adipociti di grandi dimensioni rispetto a quelli 
piccoli è stata anche associata ad una ridotta sensibilità all'insulina nelle cellule 
adipose ipertrofiche (Laurencikiene J et al., 2011).  
Nel nostro studio abbiamo inoltre dimostrato che i conigli HFD presentano 
infiammazione e steatosi a livello epatico, le caratteristiche principali della 
steatoepatite non alcolica (NASH). Nella SM c’è una stretta relazione tra la 
disfunzione del VAT e la NASH, e la resistenza all'insulina sembra essere il 
meccanismo chiave che collega queste due entità cliniche (Cusi K, 2012; 
Targher G, Byrne CD, 2013). Nel nostro modello animale di SM, l’HFD ha 
indotto un significativo aumento del peso del fegato e un accumulo di lipidi, 
abbondante e omogeneo, a livello epatico, alterazioni queste associate ad 
un’aumentata espressione dei marcatori tipici della steatosi, PPARγ e 
adiponectina. I fegati isolati dai conigli con SM erano inoltre chiaramente 
infiammati, come dimostrato dalla maggiore espressione di TNFα e IL-6, due 
citochine pro-infiammatorie coinvolte nella transizione da NAFLD (steatosi 
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epatica non alcolica) a NASH. In accordo, studi recenti hanno dimostrato che 
l'attivazione delle vie infiammatorie nella NASH è correlata alla tossicità 
epatica dovuta al sovraccarico di trigliceridi intraepatici (Cusi K, 2012) 
causato, a sua volta, dalla presenza di un tessuto adiposo disfunzionante 
(Donnelly KL et al., 2005). 
Per approfondire gli effetti della HFD sull’espansione/disfunzione del VAT, 
abbiamo isolato la componente preadipocitaria indifferenziata (rPAD) dal 
grasso viscerale dei conigli sperimentali in modo da studiarne le caratteristiche 
funzionali e la capacità differenziativa. Le rPAD isolate dal VAT dei conigli 
HFD hanno mostrato una minore capacità di rispondere al mezzo differenziante 
DIM, e in particolare all’insulina, in termini di sintesi dei trigliceridi e 
captazione del glucosio. La resistenza all'insulina nelle rPADHFD è stata 
dimostrata anche dal mancato aumento di espressione dei geni specifici 
dell’adipogenesi, quali DKK1, c/EBPα, PPARγ, FABP4, adiponectina, e 
leptina. Inoltre, le rPADHFD DIM-esposte hanno mostrato una prevalente 
espressione di CCND1 rispetto all’espressione di CCND3 (Fu M et al., 2004; 
Sarruf DA et al., 2005). Studi recenti hanno dimostrato che le cicline di tipo D 
sono molecole coinvolte, non sono solo, nella regolazione del ciclo cellulare, 
ma anche in altri processi cellulari, quali il differenziamento, funzionando 
come cofattori per diversi fattori di trascrizione. E’ stato, infatti, riportato che 
la CCND1 è in grado di inibire la differenziazione degli adipociti, attraverso la 
repressione dell'espressione e della transattivazione di PPARγ (Wang C et al., 
2003) e di c/EBPβ (Lamb J et al., 2003), mentre la CCND3 è in grado di 
promuovere la differenziazione degli adipociti, in quanto agisce come co-
attivatore di PPARγ (Sarruf DA et al., 2005). In accordo, una percentuale 
inferiore di cellule AdipoRed-positive è stata osservata nei conigli HFD. Questi 
risultati molto interessanti evidenziano, quindi, una ridotta capacità maturativa 
delle rPADHFD rispetto alle rPADcontrollo. Un ulteriore segno di insulino-
resistenza nelle rPAD isolate dai conigli HFD è l’alterata formazione DIM-
indotta delle goccioline lipidiche, come rilevato con la microscopia confocale. 
In particolare, nelle rPADHFD, rispetto alle rPADcontrollo, abbiamo osservato la 
riduzione della neo-formazione (numero ridotto) e l’alterazione del processo di 
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fusione (aumento delle dimensioni) delle goccioline lipidiche. Le goccioline 
lipidiche sono organelli cellulari ricchi di lipidi che regolano lo stoccaggio e 
l’idrolisi dei lipidi neutri, che aumentano di volume mediante un processo di 
fusione regolato da proteine facenti parte del complesso SNARE, come 
SNAP23 e SYNT5 (Boström P et al., 2007). Tra le proteine che formano il 
complesso SNARE, SNAP23 ha anche un ruolo chiave nella regolazione della 
sensibilità all'insulina, mediando la fusione delle vescicole contenenti GLUT4 
con la membrana cellulare. Tuttavia, in condizioni di dislipidemia (elevato 
apporto di acidi grassi), SNAP23 è sequestrato nel citoplasma, dove media 
principalmente la fusione delle goccioline lipidiche, con conseguente aumento 
della loro dimensione (Boström P et al., 2007). In accordo, nel nostro studio 
abbiamo osservato che le rPADHFD sono caratterizzate da una maggiore 
espressione delle proteine SNAP23 e SYNT5, e che la proteina SNAP23 nelle 
rPADHFD è maggiormente espressa a livello citoplasmatico. In aggiunta, sia 
nelle rPAD non trattate che in quelle trattate con DIM, abbiamo osservato una 
significativa associazione positiva tra il volume della gocciolina lipidica e 
l’espressione di SNAP23 e SYNT5. Questo potrebbe rappresentare un possibile 
meccanismo che associa lo sviluppo di resistenza all'insulina con l’aumento di 
volume delle goccioline lipidiche.  
Il risultato più sorprendente di questo studio è che entrambi i trattamenti, T e 
OCA, sembrano essere efficaci nel contrastare gli effetti indotti dalla SM. 
Entrambi i trattamenti, infatti, sono stati in grado di contrastare non solo 
l’espansione del VAT, ma anche tutte le alterazioni del VAT indotte dalla SM, 
riducendo la dimensione degli adipociti e l’ipossia, ripristinando il corretto 
signalling dell'insulina (traslocazione a membrana di GLUT4, rapporto 
pAKT/AKT), riducendo l'espressione della perilipina 1 e ripristinando la 
corretta differenziazione della componente preadipocitaria verso un fenotipo 
metabolico più maturo ed efficiente. Nel nostro studio, nel VAT, l’espressione 
dell'mRNA sia di PPARγ che di c/EBPα era positivamente associato con 
l'espressione di AR, che era anche correlato positivamente con diversi geni 
coinvolti non solo nell’adipogenesi (FABP4, adiponectina e leptina), ma anche 
in altre funzioni specifiche del VAT, come ad esempio la formazione delle 
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goccioline lipidiche, il trasporto del glucosio e la via di segnalazione 
dell'insulina. In particolare, AR era positivamente associato con l'espressione di 
SYNT5, SNAP23 e VAMP4, che codificano per proteine appartenenti al 
complesso SNARE, coinvolte, come abbiamo visto, nel processo di formazione 
delle goccioline lipidiche (Boström P et al., 2007). Oltre all'associazione 
positiva con GLUT4, AR presentava anche un’associazione positiva con 
RhoA, ROCK2, e VIM, tutte proteine coinvolte nel rimodellamento del 
citoscheletro e necessarie per il traffico intracellulare, insulina-stimolato, delle 
vescicole contenenti GLUT4 (Hirata Y et al., 2011; Chun KH et al., 2012). 
Inoltre, una correlazione positiva altamente significativa è stata trovata tra AR 
e STAMP2, la cui espressione è necessaria per il normale signalling 
dell'insulina, come dimostrato da Wellen e collaboratori (Wellen KE et al., 
2007). Questa proteina è indotta dal TNFα e da stimoli nutrizionali ed è stata 
caratterizzata nei topi come un contro-regolatore dell’infiammazione e 
dell’insulino-resistenza (Waki H, Tontonoz P, 2007; Wellen KE et al., 2007). 
In accordo, Moreno-Navarrete e collaboratori hanno dimostrato che 
l'espressione genica di STAMP2, nel VAT, era significativamente diminuita 
nei soggetti obesi, soprattutto in quelli con diabete di tipo 2, ed era associata a 
disfunzione del tessuto adiposo (Moreno-Navarrete JM et al., 2011). È 
interessante notare che, STAMP2 è indotto dagli androgeni nelle cellule 
prostatiche androgeno-regolate (Korkmaz CG et al., 2005). Coerentemente con 
questi risultati, abbiamo osservato un significativo aumento dell’mRNA di 
STAMP2 nel VAT dei conigli HFD trattati con T, suggerendo l’attivazione di 
meccanismi di regolazione androgeno-dipendenti che collegano i segnali 
infiammatori e nutrizionali con il metabolismo. 
Nel complesso, i nostri dati suggeriscono che un’azione diretta AR-mediata del 
T sulla funzione del VAT nel modello di SM potrebbe portare a due diversi, 
apparentemente opposti, effetti biologici: 1) anti-adipogenico, visto il 
drammatico effetto inibitorio del trattamento con T sull’espansione del VAT 
indotta dall’HFD (espansione ridotta di 10 volte) e 2) pro-adipogenico, dovuto 
all’associazione positiva tra l’espressione nel VAT di AR e i geni coinvolti nel 
turnover dei lipidi. Tuttavia, i meccanismi attraverso i quali il T esercita questi 
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effetti in vivo sono complessi e solo in parte chiariti. L'effetto anti-adipogenico 
è in accordo con precedenti studi in vitro (Singh R et al., 2003; Singh R et al., 
2006; Gupta V et al., 2008) e in vivo (topi ARKO), dimostrando chiaramente il 
ruolo degli androgeni nella riduzione dell’adiposità viscerale (Yanase T et al., 
2008) Il T inibisce la differenziazione degli adipociti attraverso la traslocazione 
nucleare, AR-mediata, della β-catenina e la successiva attivazione della via di 
segnalazione di Wnt (Rosen ED, MacDougald OA, 2006). Wnt, quando viene 
attivato, promuove la differenziazione delle cellule staminali mesenchimali 
residenti in miociti e osteociti, sopprimendo la loro differenziazione verso la 
linea adipocitaria, inibendo l'espressione di PPARγ e c/EBPα, i regolatori 
centrali della adipogenesi (Christodoulides C et al., 2006; Christodoulides C et 
al., 2009). In accordo, nel nostro studio abbiamo trovato un'associazione 
negativa tra l’espressione di AR e l'espressione, nel VAT, di DKK1, gene che 
inibisce il signalling di Wnt e che normalmente è indotto durante le prime fasi 
dell’adipogenesi (Christodoulides C et al., 2009). Inoltre, sia ΔT che 
l’espressione di AR nel VAT sono positivamente associati con l'espressione nel 
VAT del gene proapoptotico BAX. L’induzione dell’apoptosi BAX-mediata da 
parte degli androgeni e del suo recettore è stata già dimostrata in diversi sistemi 
cellulari (Lin Y et al., 2006), ma non è stato del tutto indagato in questo studio. 
Resta ancora da dimostrare se l'induzione dei processi apoptotici possa essere 
un ulteriore meccanismo attraverso il quale il T contrasta l'espansione di VAT 
nei conigli con MS. 
Per quanto riguarda i meccanismi attraverso i quali il T può esercitare effetti 
pro-adipogenici, i nostri risultati nelle rPAD isolate dal VAT dei conigli 
HFD+T indicano che una conservazione androgeno-dipendente della sensibilità 
all'insulina (e quindi delle funzioni specifiche degli adipociti) è responsabile 
del ripristino delle normali caratteristiche morfologiche e funzionali del VAT. 
Nelle rPAD isolate dai conigli HFD trattati con T, tutte le funzioni tipiche degli 
adipociti DIM-indotti, come la traslocazione a membrana di GLUT4, 
l'assorbimento del glucosio, e la sintesi dei trigliceridi insulino-stimolate, sono 
state preservate e sono risultate paragonabili a quelle osservate nelle 
rPADcontrollo. I nostri dati sono in perfetto accordo con un recente studio nei 
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primati non umani (Varlamov O et al., 2012). Inoltre, il trattamento con T è 
stato in grado di ripristinare il corretto turnover della componente 
preadipocitaria: le rPADHFD+T, in seguito al trattamento con DIM, hanno infatti 
mostrato una normale induzione di CCND3 e una percentuale di cellule 
Adipored-positive paragonabile a quella osservata nelle cellule rPADcontrollo. È 
interessante notare che le rPADHFD+T erano, inoltre, caratterizzate da una 
maggiore localizzazione a membrana di SNAP23, nonché da goccioline 
lipidiche aumentate in numero ma con ridotto volume. Questo risultato 
dimostra ancora un aumento della sensibilità all'insulina T-mediato. 
Il presente studio indica, inoltre, che FXR potrebbe essere un bersaglio per il 
trattamento delle alterazioni del VAT indotte dalla SM. Negli omogenati di 
grasso viscerale, infatti, abbiamo trovato che l'espressione di FXR era 
positivamente associata con l'espressione di geni coinvolti nella segnalazione 
dell'insulina e nel trasporto del glucosio (GLUT4, RhoA, ROCK1, e ROCK2), 
nell’adipogenesi (c/EBPα, PPARγ, FABP4, adiponectina, leptina, PPARα, e 
PLPA2), e nell'infiammazione (IL6 e MCP1). Inoltre, abbiamo osservato che il 
trattamento con OCA non solo ha ridotto in maniera significativa l’incremento 
del grasso viscerale HFD-indotto, ma ha determinato anche una 
normalizzazione della dimensione degli adipociti, che è risultata 
significativamente ridotta, anche se confrontata con quella osservata nei conigli 
di controllo. Il trattamento con OCA ha anche completamente normalizzato la 
traslocazione a membrana di GLUT4, l’ossigenazione del VAT e l’espressione 
della perilipina 1. In accordo con questi dati, il trattamento con OCA ha anche 
ridotto l'espressione di diversi geni associati con l’accumulo del grasso 
viscerale, come i geni coinvolti nel processo infiammatorio (MCP1), nella 
sensibilità steroidea (ERα), nell'adipogenesi (c/EBPα, FABP4, e leptina), nella 
lipogenesi (DGAT2 e LPL), nella segnalazione di NO (eNOS e PKG), nel 
trasporto del glucosio (GLUT4, RhoA, ROCK1, ROCK2, e VIM) e nel 
rimodellamento del citoscheletro (αSMA). Contemporaneamente, OCA è stato 
in grado di migliorare anche l’intolleranza al glucosio e l’iperglicemia a 
digiuno HFD-indotta. La normalizzazione del peso del grasso viscerale e della 
relativa morfologia osservata nel gruppo di conigli HFD trattati con OCA 
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apparentemente è in contrasto con i noti effetti pro-adipogenici del farmaco 
(Rizzo G et al., 2006). Topi knockout per FXR hanno, infatti, una massa grassa 
ridotta e soprattutto adipociti di dimensioni minori (Cariou B et al., 2006). 
Tuttavia, è ipotizzabile che nel nostro modello animale di SM gli effetti del 
trattamento in vivo con un agonista del recettore FXR agiscano a vari livelli e 
che la normalizzazione del tessuto adiposo viscerale sia da considerarsi come 
una conseguenza del miglioramento dei parametri metabolici (iperglicemia e 
intolleranza glucidica indotte dalla HFD) osservato in seguito al trattamento 
con OCA. L’aumentata insulino-sensibilità potrebbe, infatti, essere 
responsabile della preservazione del fenotipo di VAT 'metabolicamente sano', 
nonché del miglioramento delle anomalie epatiche. I nostri dati, che 
dimostrano che il trattamento con OCA può ridurre la steatosi e 
l’infiammazione a livello epatico HFD-indotta, così come i livelli sierici di 
ALT, sono in linea con risultati precedenti ottenuti in un modello di ratto 
Zucker fa/fa insulino-resistente (Cipriani S et al., 2010). In accordo a questi 
dati, Renga e collaboratori hanno dimostrato che la riduzione dei livelli di 
lipidi epatici correla con l'aumento della sensibilità all'insulina negli adipociti 
(Renga B et al., 2010). 
In questo studio abbiamo, inoltre, dimostrato che anche il trattamento in vivo 
con OCA è in grado di ripristinare la differenziazione dei preadipociti verso un 
fenotipo metabolico più maturo ed efficiente, documentato dal loro maggiore 
contenuto di gocce lipidiche di piccolo volume, associato ad una ridotta 
espressione dei fattori noti per orchestrare la loro fusione, come il complesso 
SNARE, compreso SNAP23. Coerentemente con l'effetto positivo di OCA 
sulla disfunzione del VAT HFD-indotta, le rPAD, DIM-esposte, isolate dai 
conigli HFD trattati con OCA hanno mostrato una maggiore capacità di 
rispondere all'insulina, in termini di assorbimento del glucosio e di capacità 
degli adipociti di andare incontro al processo differenziativo, se confrontato 
con le rPAD isolate dai conigli HFD. Inoltre, nelle rPADHFD+OCA, tutte le altre 
caratteristiche tipiche degli adipociti DIM-indotti, tra cui la sintesi dei 
trigliceridi, l’espressione di geni specifici degli adipociti (DKK1, c/EBPα, 
PPARγ, FABP4, adiponectina, e leptina), la maturazione dei preadipociti 
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(CCND1 e CCND3), e il numero di cellule che vanno incontro al processo 
differenziativo (colorazione AdipoRed), sono risultate normalizzate. È 
interessante notare che gli effetti pro-adipogenici di OCA sono evidenziabili 
indipendentemente dalla induzione differenziativa in vitro. Infatti, le 
rPADHFD+OCA non trattate con DIM hanno mostrato una maggiore espressione 
dei geni specifici dell’adipogenesi (come c/EBPα, PPARγ e FABP4), 
dell’accumulo di trigliceridi e della percentuale di cellule differenzianti, anche 
quando confrontati con le rPADcontrollo. Nel complesso, i nostri risultati sono in 
linea con precedenti osservazioni che mostrano la capacità di OCA di 
migliorare la sensibilità all'insulina e la differenziazione degli adipociti, sia in 
vivo (Cariou B et al., 2006; Ma K et al., 2006; Zhang Y et al., 2006) che in 
vitro, come nella linea cellulare preadipocitaria 3T3-L1 (Cariou B et al., 2006; 
Rizzo G et al., 2010). Nel presente studio, abbiamo dimostrato che la riduzione 
del peso del VAT è associato con la presenza di adipociti che sono di 
dimensioni più piccole. In vitro, abbiamo dimostrato che i preadipociti isolati 
dai conigli HFD+OCA sono in grado di differenziarsi in adipociti con gocce 
lipidiche multiloculari e con una maggiore sensibilità all'insulina. È 
interessante notare che queste caratteristiche fenotipiche sono state riconosciute 
per caratterizzare gli adipociti metabolicamente sani, caratterizzati da un 
maggiore consumo di energia, attraverso l’ossidazione degli acidi grassi liberi, 
e, di conseguenza, dalla riduzione della massa grassa e dell’insulino-resistenza 
(Timmons JA et al., 2007). L’aumento dell'ossidazione degli acidi grassi liberi 
potrebbe essere il meccanismo alla base della riduzione della massa grassa 
viscerale osservata nei conigli HFD trattati con OCA. In linea con questa 
ipotesi, numerosi studi recenti hanno dimostrato che l'attivazione di FXR 
migliora la spesa energetica, riducendo i livelli circolanti di acidi grassi liberi e 
l’insulino-resistenza (Fiorucci S et al., 2010). È interessante notare che OCA è 
stato valutato in tre studi clinici di fase II, di cui uno in pazienti con diabete di 
tipo 2 e NAFLD (Adorini L et al., 2012; Mudaliar S et al., 2013), dove ha 
dimostrato un miglioramento sistemico della sensibilità all'insulina e un 
miglioramento dell’assorbimento del glucosio sia a livello epatico che 
periferico. In seguito al trattamento con OCA, è stata anche osservata una 
significativa diminuzione dei livelli dei biomarcatori di fibrosi a livello epatico 
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(Adorini L et al., 2012; Mudaliar S et al., 2013). Inoltre, dati ottenuti dal 
recente studio FLINT (The Farnesoid X Receptor Ligand Obeticholic Acid in 
NASH Treatment), uno studio clinico multicentrico, randomizzato, in doppio 
cieco, a gruppi paralleli, controllato con placebo, effettuato su pazienti con 
steatoepatite non alcolica, non cirrotica, hanno dimostrato che il trattamento 
con OCA migliora le caratteristiche istologiche della steatoepatite non alcolica, 
tra cui la steatosi epatica, l’infiammazione e la fibrosi (Neuschwander-Tetri 
BA et al., 2014). I nostri risultati indicano che l'effetto benefico di OCA sulla 
resistenza all'insulina HFD-indotta è mediata dall'attivazione specifica di FXR, 
piuttosto che TGR5, sia a livello epatico che a livello del VAT. Infatti, 
abbiamo scoperto che 1) il trattamento dei conigli HFD con l’agonista selettivo 
di TGR5, INT-777, non ha alcun effetto sull’intolleranza al glucosio e 
sull’aumentato della glicemia a digiuno HFD-indotte; 2) l'espressione di TGR5 
nel fegato e nel VAT è nettamente inferiore rispetto a FXR; 3) l'espressione dei 
geni coinvolti nell’attivazione di FXR, SHP e Cyp7a1, è rispettivamente 
indotta e non indotta dal trattamento con OCA, come previsto dopo 
l'attivazione di FXR (Rizzo G et al., 2006). Questi dati, insieme alla nota 
maggiore attività agonistica di 200 volte di OCA per FXR rispetto a TGR5 
(Rizzo G et al., 2010), conferma che tutti gli effetti di OCA osservati sul nostro 
modello animale di SM HFD-indotto sono selettivamente mediati 
dall'attivazione di FXR.  
Nel complesso, le nostre osservazioni non solo rafforzano l'evidenza di un 
effetto positivo dei trattamenti, T e OCA, sulla via di segnalazione dell’insulina 
negli adipociti, ma indicano anche che la loro azione è persistente, come una 
sorta di 'memoria metabolica', durante gli esperimenti in vitro. Quindi, il 
coinvolgimento di meccanismi epigenetici potrebbe essere previsto e deve 
essere oggetto di indagini in studi futuri. Rimane da chiarire quale sia il 
meccanismo attraverso cui si realizzano questi effetti benefici, soprattutto visto 
che il T, ovvero l’attivazione di AR, è noto esercitare effetti anti-adipogenici 
(Singh R et al., 2006; Gupta V et al., 2008). Pertanto, le nostre osservazioni 
potrebbero essere imputabili a effetti indiretti del T, secondari al 
miglioramento di qualcuna delle alterazioni metaboliche indotte dalla HFD, ma 
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non possiamo escludere l’esistenza di azioni dirette, AR-mediate, sulla cellula 
adiposa. La possibilità che si tratti di effetti indiretti è supportata dalle 
analoghe osservazioni relative al trattamento cronico dei conigli HFD con 
l’agonista di FXR, OCA, una sostanza nota esercitare effetti opposti rispetto al 
T sulla differenziazione adipocitaria. Infatti, l’attivazione di FXR favorisce 
l’adipogenesi sia in vivo (Cariou B et al., 2006) che in vitro (Rizzo G et al., 
2006). 
In conclusione, il nostro studio effettuato in un modello sperimentale di SM 
aggiunge nuove informazioni circa il legame che esiste tra ipogonadismo e 
obesità viscerale, alterazioni entrambe associate allo sviluppo di SM e rischio 
cardiovascolare. In particolare, i nostri risultati suggeriscono che i conigli HFD 
sono caratterizzati da un accumulo di VAT disfunzionante, in cui il normale 
processo differenziativo sembra essere danneggiato, a causa della 
compromissione della via di segnalazione dell’insulina. Il trattamento in vivo 
sia con T che con OCA sembra essere capace di preservare la funzione del 
VAT attraverso il mantenimento dell’insulino-sensibilità, che, a sua volta, 
consente il corretto commissionamento della componente preadipocitaria e un 
normale turnover cellulare. Questi effetti potrebbero essere visti come un 
fattore di protezione nei confronti dell’espansione ipertrofica del VAT che 
diventa disfunzionante, determinando le conseguenze metaboliche deleterie 
tipiche della SM. 
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Tabelle 
 
Tabella 1.  
Variazioni dei parametri metabolici nei diversi gruppi sperimentali al tempo 0 
e alla 12° settimana. 
 
I valori riportati sono la media ± SEM di n animali per ciascun gruppo. 
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 rispetto ai propri valori al tempo 0; °p<0,05, 
°°p<0,01, °°°p<0,001 vs controllo alla 12° settimana; ^p<0,05, ^^ p<0,01, 
^^^p<0,001 vs HFD alla 12° settimana. MAP = pressione arteriosa media; 
iAUC= incremental area under the curve (incremento dell’area sotto la curva 
relativa ai livelli di glicemia durante il test di tolleranza al glucosio per via 
orale). 
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Tabella 2.  
Associazione tra il peso del grasso viscerale e l’espressione dell’mRNA di geni 
specifici del VAT. 
 
I coefficienti di correlazione (r) e il livello di significatività (valore p) sono 
derivati da un’analisi univariata. 
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Tabella 3. 
Associazione tra ΔT o ΔE2 e l’espressione dell’mRNA di geni lipogenici e 
lipolitici nel VAT. 
 
I coefficienti di correlazione (r) e il livello di significatività (valore p) sono 
derivati da un’analisi univariata. 
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Tabella 4.  
Associazione tra l’espressione dell’mRNA di AR e geni specifici del VAT. 
 
I coefficienti di correlazione (r) e il livello di significatività (valore p) sono 
derivati da un’analisi univariata. 
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Tabella 5.  
Associazione tra l’espressione dell’mRNA di FXR e geni specifici del VAT. 
 
I coefficienti di correlazione (r) e il livello di significatività (valore p) sono 
derivati da un’analisi univariata. 
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Tabella 6. 
 
a) Espressione dell’mRNA di geni coinvolti nell’attivazione di FXR nel 
fegato dei gruppi controllo, HFD, HFD+OCA. 
  
 FXR SHP Cyp7a1 
controllo (n=31) 100±6,6 100±12,05 100±14,35 
HFD (n=36) 131,4±11* 188,4±42,1 300,4±75** 
HFD+OCA (n=18) 145,1±10,6** 336,8±58,7***° 81±34,7*°° 
 
 
L’espressione dell’mRNA di geni coinvolti nell’attivazione di FXR (FXR, 
SHP, Cyp7a1) nel fegato misurata mediante qRT-PCR. I dati sono espressi in 
percentuale rispetto al controllo. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,0001 vs. 
controllo; °p<0,01, °°p<0,0001 vs. HFD 
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b) Associazione tra l’espressione dell’mRNA di FXR e di altri geni 
coinvolti nella steatosi, nel metabolismo, nell’infiammazione e nella fibrosi nel 
fegato. 
 
 
I coefficienti di correlazione (r) e il livello di significatività (valore p) sono 
derivati da un’analisi univariata. 
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Tabella 7.  
Caratterizzazione delle rPAD al passaggio 1 isolate da ciascun gruppo 
sperimentale. 
a) Caratterizzazione immunofenotipica mediante citofluorimetria a 
flusso. 
  CD105 CD90 CD106 
controllo (n=6) 35,3±6,6 20,8±4,06 0,27±0,14 
HFD (n=6) 43,7±4,7 19,0±4,04 0,36±0,09 
HFD + T (n=5) 59,7±12,7 14,8±3,4 0,18±0,01 
HFD + OCA (n=5) 41,5±9,1 21,7±5,7 0,6±0,2 
 
b) qRT-PCR di CD90, DKK1 e FABP4 
 
 
CD90 DKK1 FABP4 
 
Media                    SEM Media                    SEM Media                    SEM
 
controllo (n=6) 1,5E+05 0,6E+05 1,9E+03 0,3E+03 2,0E+04 0,9E+04 
 
HFD (n=6) 0,9E+05 0,3E+05 2,5E+03 0,7E+03 0,4E+04 0,1E+04 
 
HFD+T (n=5) 1,4E+05 0,4E+05 5,8E+03 1,0E+03 0,4E+04 0,1E+04 
 
HFD + OCA (n=5) 1,2E+05 0,3E+05 5,4E+03 2,4E+03 4,0E+04* 0,3E+04 
 
a) Le cellule sono state marcate con anticorpi di superficie e analizzati 
mediante citometria a flusso. I dati sono espressi come percentuale di cellule 
marker-positive e sono riportati come media ± SEM di n diverse preparazioni 
rPAD da ciascun gruppo sperimentale. Nessuna differenza statisticamente 
significativa è stata trovata tra i gruppi; b) qRT-PCR di CD90, DKK1 e 
FABP4. I dati sono riportati come media ± SEM di n diverse preparazioni 
rPAD da ciascun gruppo sperimentale. * p<0,001 vs a tutti gli altri gruppi. 
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Tabella 8.  
Effetto del trattamento con DIM sull’espressione di geni adipocita-specifici 
nelle cellule rPAD di ciascun gruppo. 
 
 controllo HFD HFD+T HFD+OCA 
Geni adipocita-
specifici 
    
DKK1 6,4±2** 1.5±0.3° 3,6±2** 13,6±2,1** 
c/EBPα 2,3±0,5** 1.2±0.3° 2,4±0,4** 2,5±0,5** 
PPARγ 2,5±0,5** 1.1±0.3° 1,8±0,7** 1,7±0,1** 
FABP4 20,6±7** 5,3±1,1** 14,3±8** 10,9±3,6** 
adiponectina 9,5±4,3** 0,9±0,1° 3,8±1,5** 2,6±0,7** 
leptina 8,7±2,6**° 0,7±0,2 1,1±1,4 1,8±0,4 
CCND1 0,8±0,3 2,6±0,7* 0,3±0,1 1,1±0,1 
CCND3 2,3±0,5*^ 1,2±0,3 4,8±2,6**^^ 1,9±0,3**^^ 
 
L’espressione relativa dell’mRNA dei geni adipocita-specifici è stata valutata 
utilizzando la qRT-PCR nelle rPAD non trattate (tempo 0) e in quelle DIM-
esposte isolate da tutti i gruppi sperimentali (cinque differenti esperimenti, 
ciascuno eseguito in triplicato utilizzando una diversa preparazione cellulare 
per gruppo). I dati sono stati calcolati secondo il metodo comparativo del Ct, 
utilizzando la subunità 18S dell’RNA ribosomiale come gene di riferimento per 
la normalizzazione. I risultati sono espressi in fold change rispetto al tempo 0. 
*p<0,05, **p<0,01 vs relativo tempo 0; °p<0,01 vs a tutti gli altri gruppi; 
^p<0,05; ^^p<0,01 vs relativa CCND1. 
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Tabella 9. 
Effetto del trattamento in vivo con OCA sull’espressione dell’mRNA dei geni 
coinvolti nel processo di formazione delle goccioline lipidiche (SNAP23 and SYNT5). 
 
rPAD SNAP23 SYNT5 
controllo  
                non trattate 
                DIM 
 
                1,90±0,20 
                2,09±0,23 
 
                4,22±0,62 
                3,88±0,36 
HFD  
                non trattate 
                DIM 
 
                2,46±0,21* 
                2,95±0,44* 
 
                9,90±2,44** 
                12,02±3,33** 
HFD+OCA  
                non trattate 
                DIM 
 
                1,70±0,13°° 
                2,09±0,19° 
 
                3,52±0,39°° 
                4,38±1,09° 
 
L’espressione relativa dell’mRNA dei geni del complesso SNARE coinvolti 
nel processo di formazione delle goccioline lipidiche (SNAP23 and SYNT5) è 
stata valutata utilizzando la qRT-PCR nelle rPAD non trattate (tempo 0) e in 
quelle DIM-esposte isolate dai conigli controllo, HFD e HFD+OCA (6 
differenti preparazioni rPAD per ciascun gruppo sperimentale). *p<0,05 
**p<0,01 ***p<0,0001vs controllo; °p<0,05, °°p<0,01 vs HFD. 
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Tabella 10.  
Effetto del trattamento con OCA sull’espressione dell’mRNA dei geni specifici 
del VAT. 
Geni % variazione, HFD+OCA vs HFD 
SHP 274,3±92,6 ** 
FABP4 - 47±11,3 ** 
c/EBPα - 61,2±12,3 *** 
LPL - 49,6±7,9 * 
leptina - 58,2±23 * 
GLUT4 - 31,7±8,7 * 
IRS-1 - 32±3,9 ** 
RhoA - 37±8.2 ** 
Rock1 - 34,8±7,8 ** 
Rock2 - 56±16.1 ** 
DGAT2 - 63,5±17,3 * 
PR - 42,3±8,1 * 
VIM - 17,7±2,3 
αSMA - 48,8±15,8 
MCP1 - 13,7±5,1 
eNOS - 4,8±1 
ERα - 22±5,8 
PKG1 - 21,4±4,7 
 
I dati sono espressi come percentuale di variazione vs HFD. *p<0,05; 
**p<0,01; ***p<0,001 vs HFD. 
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Figure 
 
Figura 1. 
 
Schema dell'attività trascrizionale di PPARγ e C/EBP durante l'adipogenesi (da 
“PPARγ and the global map of adipogenesis and beyond” Lefterova MI et al., 
Trends in Endocrinology and Metabolism: TEM, 25(6):293-302, 2014, 
modificata). 
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Figura 2. 
 
La pathway canonica di Wnt (da “Adipogenesis and WNT signalling” 
Christodoulines C. et al., Trends in Endocrinology and Metabolism: TEM, 
2008, modificata). 
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Figura 3. 
 
Modello per lo sviluppo della disfunzione del tessuto adiposo (da “Adipose 
tissue dysfunction contributes to obesity related metabolic diseases” Blüher M, 
Best Practice & Research Clinical Endocrinology & Metabolism, 2013, 
modificata). 
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Figura 4. 
 
Deposizione ectopica del grasso (da “Abdominal obesity and metabolic 
syndrome” Depres JP e Lemieux I, Nature, 2006, modificata). 
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Figura 5. 
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Associazione tra il numero di componenti della SM (ascissa) e iAUC glucosio 
(A, n=52, ordinata), ΔT (B, n=59, ordinata) e ΔE2 (C, n=61, ordinata), ottenuto 
mediante un’analisi di regressione univariata di Spearman. Il coefficiente 
relativo di correlazione (r) e il livello di significatività (p) sono riportati nella 
figura.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
97 
 
Figura 6. 
 
Associazione tra l’espressione dell’mRNA di GLUT4 (ordinata) e ΔT (A, 
ascissa) o ΔE2 (B, ascissa), ottenuto mediante un’analisi di regressione 
univariata di Spearman (n=65). (C) Associazione tra l’espressione dell’mRNA 
dell’adiponectina (ordinata) e ΔT (ascissa), ottenuto mediante un’analisi di 
regressione univariata di Spearman (n=60). (D) Associazione tra l’espressione 
dell’mRNA di CAIX (ordinata) e ΔE2 (ascissa), ottenuto mediante un’analisi di 
regressione univariata di Spearman (n = 54). Il coefficiente relativo di 
correlazione (r) e il livello di significatività (p) sono riportati all'interno del 
testo. Le linee continue indicano l'intervallo di confidenza del 95% della 
regressione lineare.  
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Figura 7. 
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Effetti dell’HFD e dei trattamenti sul peso del VAT, sulle dimensioni degli 
adipociti e sull’ipossia nei vari gruppi sperimentali. (A, B, C e D) Le immagini 
mostrano l'accumulo di grasso viscerale all'interno delle anse intestinali. (E) Il 
peso del VAT era significativamente aumentato nei conigli HFD (n=36), se 
confrontato con i conigli di controllo (n=38), HFD+T (n=19) e HFD+OCA. (F, 
G, H e I) Immagini rappresentative delle sezioni di VAT, di ciascun gruppo 
sperimentale, colorate con ematossilina/eosina (ingrandimento 20x). (L) 
Analisi istomorfometrica del diametro degli adipociti (µm) nei diversi gruppi 
sperimentali (n=3 per ciascun gruppo). (M, N, O e P) Il grado di ossigenazione 
dei campioni di VAT è stato analizzato mediante uno specifico kit 
(Hypoxyprobe). Gli addotti proteici Hypoxyprobe-positivi sono stati rivelati 
nelle cellule ipossiche (PO2< 10 mmHg) delle sezioni trasversali di VAT da 
parte di un MAB (ingrandimento 12,5x). Una scarsa positività  
all’hypoxyprobe è stata rilevata nel VAT dei conigli controllo (M), HFD+T 
(O) e HFD+OCA (P), mentre un’intensa positività è stata rilevata nel VAT dei 
conigli HFD (N). (Q) Analisi quantitativa computerizzata delle immagini di tre 
esperimenti indipendenti (n=3 per ogni gruppo). La densità ottica del controllo 
è stata presa come 100%. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001 vs controllo, 
°p<0,0001 vs HFD. 
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Figura 8. 
 
 
Analisi dell’espressione della proteina perilipina e della traslocazione a 
membrana di GLUT4 in estratti proteici di VAT dei vari gruppi sperimentali. 
(A) Grafico dell’analisi di densità ottica (OD) dell’intensità della banda 
perilipina normalizzata STAT1 (n=3 per ogni gruppo). I dati sono espressi 
come media±SEM. La densità ottica del controllo è stata presa come 100%. (B) 
Il grafico mostra l'analisi della densità ottica del rapporto membrana 
(m)/citosol (c) di  GLUT4, espresso come media±SEM di almeno tre diversi 
campioni per ogni gruppo. **p<0,01; ***p<0,0001 vs controllo; °p<0,05; 
°°p<0,01; °°°p<0,0001 vs HFD. 
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Figura 9. 
 
 
Analisi dell’espressione del rapporto pAKT/AKT in estratti proteici di VAT 
provenienti dai gruppi controllo, HFD e HFD+T. Il pannello inferiore mostra le 
immunoblot rappresentative con pAKT e AKT come anticorpi primari su 
estratti proteici totali di VAT dai conigli controllo, HFD e HFD+T. Il grafico 
mostra l'analisi della densità ottica del rapporto pAKT/AKT espresso come 
medi±SEM di almeno tre diversi campioni per ogni gruppo. *p<0,05 vs 
controllo; °p<0,05 vs HFD. 
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Figura 10. 
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Il trattamento con OCA migliora la steatosi e l’infiammazione HFD-indotta a 
livello epatico. (A, B e C) L’accumulo lipidico è stato osservato in sezioni di 
fegato dei conigli controllo, HFD, HFD+OCA mediante colorazione Oil Red O 
(ingrandimento 10x). Un’omogenea e abbondante infiltrazione lipidica a livello 
epatico è stata osservata nei conigli HFD (B) rispetto ai conigli di controllo 
(A). Il trattamento con OCA contrasta nettamente l’accumulo di lipidi indotto 
dall’HFD, che è rimasto limitato principalmente alla regione perilobulare 
occupata dal sistema portale (C). Analisi quantitativa computerizzata della 
colorazione Oil Red O (D). Espressione relativa dell’mRNA di PPARγ, 
marcatore specifico di steatosi, valutata nei campioni di fegato dei conigli 
controllo (n=38), HFD (n=36), HFD+OCA (n=18), utilizzando la RT-PCR 
quantitativa. L’analisi dei risultati è stata basata sul metodo di confronto del 
ciclo soglia (Ct), utilizzando la subunità 18s dell’RNA ribosomiale come gene 
di riferimento per la normalizzazione. (F, G e H) Analisi immunoistochimica 
del TNFα in sezioni di fegato dei conigli controllo, HFD e HFD+OCA 
(inrandimento 20x). Le sezioni di fegato dei conigli HFD mostrano un’intensa 
immunopositività intraepatocitaria per l’anticorpo anti-TNFα (G), rispetto ai 
conigli di controllo (F), notevolmente attenuata dal trattamento con OCA (H) 
Analisi quantitativa computerizzata della colorazione anti-TNFα (I). 
Espressione relativa dell’mRNA diTNFα, marcatore di infiammazione, valutata 
nei campioni di fegato dei conigli controllo (n=38), HFD (n=36), HFD+OCA 
(n=18), utilizzando la RT-PCR quantitativa. L’analisi dei risultati è stata basata 
sul metodo di confronto del ciclo soglia (Ct), utilizzando la subunità 18s 
dell’RNA ribosomiale come gene di riferimento per la normalizzazione. I 
risultati sono espressi in percentuale rispetto al controllo. *p<0,01, **p<0,001 
e *** p<0,0001 vs controllo; °p<0,05, °°p<0,01 e °°°p<0,0001 vs HFD. 
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Figura 11. 
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Effetto dell’HFD e dei trattamenti sulla differenziazione adipogenica. (A) 
Valutazione qualitativa, mediante colorazione Oil Red O, dell’accumulo di 
trigliceridi intracellulari nelle rPAD isolate da tutti i gruppi sperimentali, non 
trattate (pannelli a sinistra) o trattate con DIM per 10 giorni (pannelli a destra; 
ingrandimento 40x). Le rPADHFD+OCA non trattate sono piu positive alla 
colorazione Oil Red O (frecce bianche) rispetto alle altre rPAD non trattate  
(B) Valutazione quantitativa, mediante Adipored Assay, del contenuto di 
trigliceridi nelle rPAD non trattate (barre grigie) o trattate con DIM (barre 
nere) isolate da tutti i gruppi sperimentali. I risultati sono espressi come unità 
di fluorescenza relativa ( RFU ) per microgrammi di proteina e sono riportati 
come media±SEM (n=5 per ogni gruppo). *p<0,01 vs altre rPAD DIM-trattate. 
(C) Analisi del contenuto di goccioline lipidiche nelle rPAD non trattate 
Adipored-positive isolate da tutti i gruppi sperimentali. Le cellule Adipored-
positive sono state contate utilizzando il software ImageJ e i dati sono stati 
espressi come variazione percentuale rispetto cellule totali. (D) Analisi del 
contenuto di goccioline lipidiche nelle rPAD trattate con DIM, Adipored-
positive, isolate da tutti i gruppi sperimentali. Le cellule Adipored-positive 
sono state contate utilizzando il software ImageJ e i dati sono stati espressi 
come variazione percentuale rispetto cellule totali. *p<0,01 vs controllo; 
°p<0,01 vs HFD; ^p<0,01; ^^p<0,01 vs tutti gli altri gruppi; #p<0,01 rispetto a 
tutte le altre rPAD DIM-indotte. 
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Figura 12. 
 
 
La sensibilità all'insulina nelle rPAD DIM-indotte. (A) Valutazione 
quantitativa, mediante Adipored Assay, della capacità delle rPAD DIM-indotte 
di sintetizzare trigliceridi in risposta a dosi crescenti di insulina. I dati sono 
espressi in % rispetto allo 0 nM di insulina (basale) e riportati come media ± 
SEM di 4 esperimenti diversi, ciascuno effettuato in quadruplicato. I valori 
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dell’EC50 e dell’Emax relativi sono riportati nel testo. *p<0,01 vs Emax degli altri 
gruppi. (B) Valutazione quantitativa, mediante saggio radiometrico, della 
capacità delle rPAD DIM-indotte di captare il glucosio in risposta a dosi 
crescenti di insulina. I dati sono espressi in % rispetto allo 0 nM di insulina e 
riportati come media ± SEM di 4 esperimenti diversi, ciascuno effettuato in 
duplicato. I valori dell’EC50 e dell’Emax relativi sono riportati nel testo *p<0,01; 
**p<0,001  vs Emax degli altri gruppi. 
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Figua 13. 
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Effetto dell’HFD e dei trattamenti sul processo di fusione delle goccioline 
lipidiche. Le rPAD isolate dai gruppi controllo (A), HFD (B), HFD+T (C) e 
HFD+OCA (D) sono state fotografate mediante microscopia confocale 
(ingrandimento 63x) . Le immagini sono state quantitativamente analizzate 
utilizzando il software Volocity 5 per misurare il numero (E) e il volume (µm
3
; 
F) delle goccioline lipidiche all'interno della singola cella . Almeno otto cellule 
sono state analizzate per ciascun gruppo . I risultati sono riportati come 
media±SEM. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001 vs controllo; °°p<0,001; 
°°°p<0,0001 vs HFD. 
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Figura 14. 
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Effetto dell’HFD e dei trattamenti sul processo di fusione delle goccioline 
lipidiche. Relazione tra il volume delle goccioline lipidiche (espresso in µm
3
, 
ordinata) e l’espressione dell’mRNA di SNAP23 o SYNT5 (ascissa) nelle 
rPAD trattate con e senza DIM, come ottenuto mediante un’analisi di 
regressione univariata di Spearman. 
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Figura 15. 
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Effetto dell’insulina (100 nM, 5 min) sull’immunolocalizzazione a membrana 
di GLUT4 o SNAP23 nelle rPAD DIM-indotte isolate dai gruppi controllo (A, 
E rispettivamente), HFD (B, F rispettivamente) e HFD+T (C, G 
rispettivamente). L’immunolocalizzazione è stata visualizzata mediante doppia 
marcatura con l’anticorpo anti- WGA (marcatore di membrana; colore rosso o 
frecce bianche ) e gli anticorpi anti- GLUT4 o anti- SNAP23  (colore verde o 
asterisco bianco) , mentre la colocalizzazione è stata visualizzata mediante la 
fusione delle immagini (colore giallo o frecce bianche). La percentuale di 
colocalizzazione GLUT4/WGA (D) o SNAP23/WGA (H) è stata rilevata con il 
microscopio confocale Leica SP2-AOBS e calcolata utilizzando il software 
ImageJ. I dati sono riportati come media±SEM (n=3). Barre=58 µm. *p<0,01 
rispetto agli altri gruppi. 
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Figura 16. 
 
Analisi dell’espressione dell’mRNA di STAMP2 nel VAT. Analisi quantitativa 
dell’espressione dell’mRNA di STAMP2 valutata negli estratti di VAT da tutti 
i gruppi sperimentali, utilizzando la real-time RT-PCR quantitativa. L’analisi 
dei risultati è stata basata sul metodo di confronto del ciclo soglia (Ct), 
utilizzando la subunità 18s dell’RNA ribosomiale come gene di riferimento per 
la normalizzazione. I risultati sono espressi in percentuale rispetto al controllo.  
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Figura 17. 
 
La sensibilità all'insulina nelle rPAD DIM-indotte. Valutazione quantitativa, 
mediante saggio radiometrico, della capacità delle rPAD DIM-indotte di 
captare il glucosio in risposta a dosi crescenti di insulina. I dati sono espressi in 
% rispetto allo 0 nM di insulina e riportati come media ± SEM di 5 esperimenti 
diversi, ciascuno effettuato in duplicato. I valori dell’EC50 e dell’Emax relativi 
sono riportati nel testo. *p<0,01, **p<0,0001 vs. controllo; °p<0,01 vs. HFD. 
*p<0,01; **p<0,001 vs controllo; °p<0,01 vs HFD+OCA. 
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1) J Endocrinol. 2012 Dec;215(3):347-62. doi: 10.1530/JOE-12-0333. Epub 2012 Oct 
Testosterone treatment improves metabolic syndrome-induced adipose tissue derangements. 
Maneschi E1, Morelli A, Filippi S, Cellai I, Comeglio P, Mazzanti B, Mello T, Calcagno A, Sarchielli E, Vignozzi L, 
Saad F, Vettor R, Vannelli GB, Maggi M. 
Abstract 
We recently demonstrated that testosterone dosing ameliorated the metabolic profile and reduced visceral 
adipose tissue (VAT) in a high-fat diet (HFD)-induced rabbit model of metabolic syndrome (MetS). We studied the 
effects of HFD and in vivo testosterone dosing on VAT function and the adipogenic capacity of rabbit 
preadipocytes isolated from VAT of regular diet (RD), HFD, and testosterone-treated HFD rabbits. VAT was 
studied by immunohistochemistry, western blot, and RT-PCR. Isolated rPADs were exposed to adipocyte 
differentiating mixture (DIM) to evaluate adipogenic potential. Adipocyte size was significantly increased in HFD 
VAT compared with RD, indicating adipocyte dysfunction, which was normalized by testosterone dosing. 
Accordingly, perilipin, an anti-lipolytic protein, was significantly increased in HFD VAT, when compared with other 
groups. HFD VAT was hypoxic, while testosterone dosing normalized VAT oxygenation. In VAT, androgen 
receptor expression was positively associated with mRNA expression of GLUT4 (SLC2A4) (insulin-regulated 
glucose transporter) and STAMP2 (STEAP4) (androgen-dependent gene required for insulin signaling). In 
testosterone-treated HFD VAT, STAMP2 mRNA was significantly increased when compared with the other 
groups. Moreover, GLUT4 membrane translocation was significantly reduced in HFD VAT, compared with RD, 
and increased by testosterone. In DIM-exposed preadipocytes from HFD, triglyceride accumulation, adipocyte-
specific genes, insulin-stimulated triglyceride synthesis, glucose uptake, and GLUT4 membrane translocation 
were reduced compared with preadipocytes from RD and normalized by in vivo testosterone dosing. In 
conclusion, testosterone dosing in a MetS animal model positively affects VAT functions. This could reflect the 
ability of testosterone in restoring insulin sensitivity in VAT, thus counteracting metabolic alterations. 
 
2) J Endocrinol. 2013;218(2):215-31. doi: 10.1530/JOE-13-0109. Print 2013 
FXR activation normalizes insulin sensitivity in visceral preadipocytes of a rabbit model of MetS. 
Maneschi E1, Vignozzi L, Morelli A, Mello T, Filippi S, Cellai I, Comeglio P, Sarchielli E, Calcagno A, Mazzanti B, 
Vettor R, Vannelli GB, Adorini L, Maggi M. 
Abstract 
Insulin resistance is the putative key underlying mechanism linking adipose tissue (AT) dysfunction with liver 
inflammation and steatosis in metabolic syndrome (MetS). We have recently demonstrated that the selective 
farnesoid X receptor (FXR) agonist obeticholic acid (OCA) ameliorates insulin resistance and the metabolic profile 
with a marked reduction in the amount of visceral AT (VAT) in a high-fat diet (HFD)-induced rabbit model of MetS. 
These effects were mediated by the activation of FXR, since treatment with the selective TGR5 agonist INT-777 
was not able to ameliorate the metabolic parameters evaluated. Herein, we report the effects of in vivo OCA 
dosing on the liver, the VAT, and the adipogenic capacity of VAT preadipocytes (rPADs) isolated from rabbits on 
a HFD compared with those on a control diet. VAT and liver were studied by immunohistochemistry, Western blot 
analysis, and RT-PCR. rPADs were exposed to a differentiating mixture to evaluate adipogenesis. Adipocyte size, 
hypoxia, and the expression of perilipin and cytosolic insulin-regulated glucose transporter GLUT4 (SLC2A4) 
were significantly increased in VAT isolated from the HFD rabbits, and normalized by OCA. The expression of 
steatosis and inflammation markers was increased in the liver of the HFD rabbits and normalized by OCA. rPADs 
isolated from the HFD rabbits were less sensitive to insulin, as demonstrated by the decreased insulin-induced 
glucose uptake, triglyceride synthesis, and adipogenic capacity, as well as by the impaired fusion of lipid droplets. 
OCA treatment preserved all the aforementioned metabolic functions. In conclusion, OCA dosing in a MetS rabbit 
model ameliorates liver and VAT functions. This could reflect the ability of OCA to restore insulin sensitivity in AT 
unable to finalize its storage function, counteracting MetS-induced metabolic alterations and pathological AT 
deposition. 
 
